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 1 
Avant-propos 
 
 
Avant de commencer cette thèse, j’ai effectué un Master Sciences du Médicament 
(option Aging et Stratégies Anti-Age) à la Faculté de Pharmacie de Montpellier. Ce master m’a 
permis de réaliser un stage dans l’équipe « Glyco et nanovecteurs pour le ciblage 
thérapeutique », sous la direction du Dr Magali Gary-Bobo. Au cours de ce stage, je me suis 
spécialisée dans le domaine de la recherche appliquée et plus particulièrement l’utilisation de 
nanoparticules pour des applications biomédicales comme l’imagerie, le ciblage de cellules ou 
tissus malades et la thérapie. Une collaboration avec l’équipe du Dr Peter Hesemann m’a permis 
de faire une étude pour décrire l’efficacité biologique de nanoparticules ioniques, synthétisées 
pour le traitement de maladies inflammatoires1.  En effet, en tant que biologiste, j’ai travaillé 
plus particulièrement sur l’étude du potentiel thérapeutique de nanoparticules 
multifonctionnelles. Au cours de cette thèse, j’ai étudié l’efficacité de nanoparticules anti-
cancéreuses. Aujourd’hui le ciblage thérapeutique constitue un challenge majeur pour 
améliorer l’efficacité des traitements de nombreuses pathologies. C’est dans cette optique que 
s’inscrit l’ensemble des activités de l’équipe « Glyco et nanovecteurs pour le ciblage 
thérapeutique » de l’Institut des Biomolécules Max Mousseron de Montpellier, qui est une 
équipe pluridisciplinaire intégrant des chimistes, des biologistes et des cliniciens. Le travail en 
collaboration avec les cliniciens est primordial pour axer les recherches vers les besoins 
cliniques les plus urgents. L’activité de l’équipe concerne le développement de 
glyconanovecteurs pour le ciblage thérapeutique des maladies lysosomales et de certains 
cancers. Les résultats issus de cette recherche académique ont fait l’objet d’un transfert de 
technologie vers le domaine industriel et l’entreprise NanoMedSyn a été créée en 2012. 
L’activité de l’entreprise est basée sur l’exploitation d’un brevet déposé par l’équipe sur des 
analogues du mannose 6-phosphate fonctionnalisés sur l’aglycone, appelés AMFA, qui ciblent 
efficacement le récepteur du mannose 6-phosphate dont la fonction principale est l’adressage 
des enzymes lysosomales aux lysosomes. L’objectif de NanoMedSyn est de valoriser la 
technologie AMFA pour le traitement des maladies lysosomales ainsi que pour le traitement de 
certains cancers.  
C’est dans ce contexte que s’inscrit cette thèse qui s’effectue dans le cadre d’une bourse CIFRE 
mettant en jeu un contrat de collaboration entre l’équipe « Glyco et nanovecteurs pour le ciblage 
thérapeutique » et l’entreprise NanoMedSyn. Les travaux de thèse portent sur l’étude du 
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potentiel thérapeutique de nanoparticules multifonctionnelles synthétisées par des équipes de 
chimistes avec qui nous collaborons étroitement. De plus, j’ai étudié le ciblage thérapeutique 
par la technologie AMFA pour le traitement du rhabdomyosarcome qui est un cancer rare et la 
maladie de Pompe qui est une maladie lysosomale. Ces trois années m’ont permis d’être co-
auteur de plusieurs articles scientifiques dont certains sont discutés au travers de ce manuscrit. 
!  
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Chapitre 1 : Le cancer 
 
1.! Cancer : épidémiologie et définition 
 
 Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le cancer est un « terme général 
appliqué à un grand groupe de maladies qui peuvent toucher n’importe quelle partie de 
l’organisme. L’une de ses caractéristiques est la prolifération rapide de cellules anormales qui 
peuvent essaimer dans d’autres organes, formant ainsi les métastases »2. En 2018, le cancer 
touchait 18,1 millions de personnes dans le monde et était responsable de 9,6 millions de décès3. 
Les experts estiment que ces chiffres ne pourront qu’augmenter pour atteindre 26,4 millions de 
nouveaux cas et 17 millions de décès par an d’ici 20304. Ceci est dû à trois facteurs principaux : 
!! l’augmentation de la population mondiale, 
!! le vieillissement de la population, 
!! la dégradation des modes de vies. 
On estimait, en 2018 en France, 382 000 nouveaux cas et 157 400 décès. Les cancers les plus 
répandus chez les hommes sont les cancers de la prostate, des poumons et colorectaux tandis 
que chez les femmes ce sont les cancers du sein, colorectaux et des poumons5. Ces chiffres 
démontrent bien que la lutte contre le cancer représente un défi majeur de santé publique.  
 
 On compte actuellement plus de 200 types de cancers différents que l’on peut répartir 
en quatre grands types histologiques, en fonction de la nature du tissu dans lequel ils se 
développent. Ainsi on distingue : 
!! Les carcinomes qui apparaissent dans un épithélium (cancers du sein, des poumons, de 
la prostate, etc.). 
!! Les sarcomes qui sont issus des cellules des tissus conjonctifs comme les os, le tissu 
adipeux ou les muscles. 
!! Les cancers hématopoïétiques qui sont des cancers du sang (leucémie) ou des organes 
lymphoïdes (lymphome). 
!! Les cancers neuroectodermiques qui se développement à partir de cellules nerveuses. 
Il existe une autre manière de répartir les cancers qui opposent les cancers solides (carcinomes 
et sarcomes) et les cancers « liquides » ou sanguins. Les cancers solides représentent 90 % des 
cancers humains.  
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Le développement du cancer se fait généralement en trois étapes6 : l’initiation, la 
prolifération (ou promotion) et la progression. L’oncogenèse est initiée lorsqu’une cellule 
normale subit des mutations génétiques qui échappent aux mécanismes de contrôle de la cellule 
et qui au cours des divisions successives s’accumulent. Ces mutations peuvent être dues à un 
facteur génétique héréditaire ou à l’exposition à un facteur de risque (rayonnements ionisants, 
composés du tabac, alcool, facteurs environnementaux tels que la pollution, etc.) La 
transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse est un processus long qui apparaît 
après l’accumulation des mutations génétiques. Ces mutations génétiques peuvent entraîner une 
surexpression d’oncogènes ou la perte de gènes suppresseurs de tumeurs conduisant à une 
dérégulation des voies de signalisation intracellulaire. Par conséquent, la cellule ne répond plus 
à la régulation normale du cycle cellulaire et va alors proliférer très rapidement, de manière 
incontrôlée et autonome dans l’organisme. A ce stade, les cellules ont acquis les caractéristiques 
d’une cellule cancéreuse : leur croissance est augmentée et elles ont la capacité d’échapper au 
programme d’apoptose ; on parle alors de dysplasie puis de carcinome in situ lorsque les 
cellules ont un phénotype très anormal mais n’ont pas encore envahi les tissus voisins. Ces états 
sont considérés comme des tumeurs bénignes ou précancéreuses dans le cas du carcinome in 
situ. Lorsque la tumeur bénigne atteint une taille de 1 à 2 mm3, les cellules cancéreuses sécrètent 
des facteurs angiogéniques tels que VEGF qui entraînent la prolifération des cellules 
endothéliales pour former de nouveaux vaisseaux sanguins7. Cette néoangiogenèse est 
indispensable à la progression de la tumeur car les vaisseaux sanguins vont apporter l’oxygène 
et les nutriments nécessaires à sa croissance. Ce phénomène est l’élément clé permettant aux 
cellules précancéreuses de développer un cancer invasif et de former des métastases (Figure 1). 
Cependant, ce développement des néo-vaisseaux sanguins est mal régulé et donne naissance à 
un réseau vasculaire tumoral désorganisé présentant une perméabilité plus grande que le réseau 
vasculaire normal.  
!  
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Figure 1 : Étapes de la cancérogenèse  
(d’après https://www.cancer.ca) 
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2.! Les traitements actuels 
 
 A l’heure actuelle, les équipes médicales disposent de plusieurs types de thérapies pour 
le traitement du cancer. Les plus courants sont la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie. 
Chaque patient a une prise en charge appropriée selon plusieurs critères : le type et le degré de 
progression du cancer, la présence d’autres maladies, l’âge du patient, etc. :  
!! La chirurgie a pour objectif l’ablation de la tumeur et des ganglions lymphatiques 
proches affectés. Le chirurgien enlève également du tissu sain environnant pour 
empêcher la réapparition de la tumeur.  
!! La radiothérapie utilise des radiations de haute énergie. Les radiations endommagent 
l’ADN des cellules cancéreuses entraînant l’arrêt de la division cellulaire et la mort de 
la cellule. Cependant, les tissus sains environnants sont également affectés par les 
radiations. 
!! La chimiothérapie consiste à administrer des drogues qui agissent et tuent les cellules à 
division rapide comme les cellules cancéreuses. Cependant, les drogues ne sont pas 
ciblées et peuvent aussi agir sur des cellules saines qui engendrent de nombreux effets 
secondaires sévères8.  
L’amélioration de ces thérapies est aujourd’hui un enjeu majeur et passe par le développement 
de nouvelles thérapies adaptées qui ciblent préférentiellement les cellules cancéreuses. Le 
ciblage actif des cellules cancéreuses permettrait d’augmenter l’efficacité thérapeutique du 
traitement et de diminuer considérablement les effets secondaires. De plus, les dernières 
décennies de recherche ont permis de démontrer des points communs entre les différents types 
de cancers : des mécanismes généraux ont été mis en évidence permettant de comprendre 
l’évolution du processus cancéreux. Bien que différents, les cancers ont des mécanismes 
d’apparition et d’évolution très similaires. La compréhension de ces différents mécanismes 
permettra de concevoir de nouvelles thérapies anticancéreuses plus ciblées et plus efficaces.  
 
3.! Les besoins cliniques : vers un traitement plus sélectif 
 
 Actuellement, les thérapies ciblées utilisées en clinique sont des médicaments qui 
bloquent la croissance et la propagation du cancer en interférant avec des molécules spécifiques 
considérées comme les cibles moléculaires. Ces molécules interviennent dans la croissance, la 
progression et la propagation de la tumeur. Les mécanismes d’action des thérapies ciblées 
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diffèrent des chimiothérapies standards, principalement parce que ces thérapies agissent sur une 
cible moléculaire associée à la cellule cancéreuse ou au microenvironnement tumoral alors que 
les chimiothérapies classiques agissent sur toutes les cellules à division rapide que la cellule 
soit cancéreuse ou normale.  
Ces médicaments sont de deux types : les biomédicaments ou inhibiteurs extracellulaires qui 
sont généralement des anticorps monoclonaux (immunothérapie) et des petites molécules 
chimiques ou inhibiteurs intracellulaires qui sont des inhibiteurs de voies de signalisation ou 
des antagonistes de récepteurs (hormonothérapie). L’hormonothérapie et l’immunothérapie 
sont considérées comme des thérapies ciblées car elles agissent sur des mécanismes 
oncogéniques. Le premier médicament ciblé mis sur le marché a été le tamoxifène dans les 
années 70 pour le traitement des cancers du sein hormonodépendant9. L’hormonothérapie 
bloque l’action oncogénique des hormones qui permettent aux cellules cancéreuses 
hormonosensibles de proliférer rapidement. Dans ce type de cancer, les cellules cancéreuses 
ont dans leur noyau des récepteurs des œstrogènes. Le tamoxifène va se lier à ces récepteurs et 
bloquer ainsi l’action mitogène des œstrogènes. Le tamoxifène bloque les cellules en phase G1 
du cycle cellulaire conduisant à une apoptose. En immunothérapie, il existe deux grands types 
de traitement : le ciblage du système immunitaire et le ciblage des cellules cancéreuses. Le 
système immunitaire est capable de détecter les cellules tumorales comme un danger pour 
l’organisme et les détruire mais les cellules cancéreuses sont capables de détourner les points 
de contrôle des cellules immunitaires en les inactivant afin d’éviter leur élimination. Pour cela, 
les cellules cancéreuses se lient aux cellules immunitaires via des récepteurs spécifiques 
entraînant l’inactivation de la cellule immunitaire. Pour empêcher cette liaison, les traitements 
les plus couramment utilisés sont des inhibiteurs de points de contrôle qui vont permettre 
l’activation de la cellule immunitaire et par conséquent l’élimination de la cellule cancéreuse. 
Le deuxième type de traitement en immunothérapie est le ciblage des cellules cancéreuses. Ce 
ciblage est basé sur l’utilisation d’anticorps monoclonaux qui ciblent directement les cellules 
tumorales afin de bloquer leur croissance et de les détruire. 
En 2015, on dénombrait 43 thérapies ciblées autorisées par les agences de santé du 
médicament10. Cependant, ces thérapies ont des limites : 
!! Certains types de tumeurs n’ont pas encore de thérapie ciblée car les recherches n’ont 
pas permis de déterminer de cible moléculaire spécifique des cellules cancéreuses. 
!! Certaines cibles moléculaires ne sont exprimées que dans un faible pourcentage d’un 
type de cancer ainsi les thérapies ciblées ne s’adressent qu’à une minorité de patients. 
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!! Les cellules cancéreuses peuvent devenir résistantes aux médicaments ciblés entraînant 
une perte totale d’efficacité du traitement.  
!! Les thérapies ciblées peuvent également entraîner des effets indésirables qui sont 
souvent moins sévères que les chimiothérapies classiques (problèmes de peau, de 
coagulation, de cicatrisation, d’hypertension). 
 
 Au vu de ces limites, il est nécessaire de continuer le développement de nouvelles 
thérapies dans le but d’améliorer le ciblage des cellules cancéreuses afin d’augmenter de 
manière significative l’efficacité thérapeutique, de réduire au maximum les effets indésirables, 
et de contourner la résistance des cellules cancéreuses. Les recherches se sont alors tournées 
vers les nanotechnologies et plus précisément vers le développement de nanoparticules pour le 
ciblage des cellules cancéreuses. Les nanoparticules sont le résultat du concept de vectorisation 
imaginé par l’immunologiste et médecin allemand Paul Ehrlich en 190611. Il énonça la théorie 
du « Magic Bullet » : une « balle magique » capable de transporter des molécules à l’intérieur 
de l’organisme et possédant une excellente capacité et spécificité de ciblage.  
!  
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Chapitre 2 : La nanomédecine pour le traitement des cancers 
 
1.! La nanomédecine 
 
 Les limites des traitements conventionnels ont entraîné le développement de nouvelles 
approches telle que la nanomédecine qui est l’application des nanotechnologies dans le domaine 
de la santé pour le diagnostic et la thérapie. Les nanotechnologies sont en constante évolution 
et naissent de la convergence de plusieurs domaines : la chimie, la biologie, la physique, les 
mathématiques et l’ingénierie, dans le but de développer et d’étudier des matériaux de l’ordre 
du nanomètre. A l’heure actuelle, les nanotechnologies sont déjà utilisées notamment pour 
traiter des cancers12, des maladies cardio-vasculaires13, des maladies neurodégénératives14 et 
inflammatoires15 mais également pour le diagnostic16. Le volet de la nanomédecine qui nous 
intéresse ici concerne le développement de nanovecteurs pour le traitement des cancers.   
 
2.! Les nanovecteurs  
 
2.1 Généralités 
 
De nombreuses molécules thérapeutiques classiques sont déjà utilisées en clinique mais 
connaissent de nombreuses contraintes biologiques : instabilité, toxicité, mauvaise solubilité, 
difficulté à franchir les barrières biologiques, etc. De plus, la quantité finale de médicaments 
atteignant la cible est faible car il va s’accumuler dans tout l’organisme sans discriminer les 
tissus malades des tissus sains entraînant des effets secondaires. La vectorisation de ces 
molécules thérapeutiques dans des nanovecteurs permet de pallier à certaines de ces 
contraintes17. Cette technique de vectorisation consiste à encapsuler des agents thérapeutiques 
à un système de transport, appelé nanoparticule, permettant de délivrer le médicament dans la 
zone cible. En effet, le nanovecteur permet de franchir certaines barrières biologiques tout en 
protégeant la molécule thérapeutique afin de la délivrer sous forme active et en grande quantité 
au niveau de la zone à traiter, conduisant ainsi à une meilleure efficacité thérapeutique. La 
première étude scientifique sur le sujet a été publiée en 1964 et décrivait la structure des 
liposomes18. Il faudra attendre 1995 pour qu’un premier nanovecteur reçoive une autorisation 
de mise sur le marché par la « Food and Drug Administration » (FDA). Ce nanovecteur, appelé 
Doxil, est composé de liposomes dans lequel de la doxorubicine a été encapsulée pour le 
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traitement du cancer de l’ovaire19. Aujourd’hui de nombreux nanovecteurs ont reçu une 
autorisation de mise sur le marché ou sont utilisés en phase clinique et de nombreuses études 
s’intéressent au développement de nouveaux nanovecteurs. Le tableau 1 décrit quelques 
exemples20.  
 
Thérapie 
Nom du 
médicament 
Type de 
nanovecteur 
Agent 
thérapeutique 
Type de 
cancer Statut 
Délivrance de 
drogues non 
ciblée 
Doxil Liposome 
pégylé 
Doxorubicine Cancer de 
l’ovaire, 
myélomes 
multiples, 
sarcome de 
Kaposi 
Approuvé 
par la 
FDA 
Abraxane Nanoparticule 
d’albumine 
Paclitaxel Cancers du 
sein, des 
poumons et du 
pancréas 
Approuvé 
par la 
FDA 
Myocet Liposome Doxorubicine Cancer du sein 
métastatique 
Approuvé 
en Europe 
et au 
Canada 
Délivrance de 
drogues ciblée 
MM-302 Liposome 
avec greffage 
de HER2 
Doxorubicine Cancer du sein 
positif HER2 
Phase 
II/III 
Immuno 
liposome 
Liposome 
greffé avec 
EGFR 
Doxorubicine Tumeurs 
solides 
Phase I 
 
Délivrance de 
drogues par 
réponse aux 
stimuli 
ThermoDox Liposome Doxorubicine Carcinome 
hépatocellulaire 
Phase III 
Délivrance 
combinée de 
drogues 
CPX-1 Liposome Irinotecan et 
flocuridine  
Cancer 
colorectal 
avancé 
Phase II 
Hyperthermie 
NanoTherm Nanoparticule 
d’oxyde de 
fer 
/ 
Glioblastome Approuvé 
en Europe 
Radiothérapie 
NBTXR3 Nanoparticule 
d’oxyde 
d’afnium 
/ 
Sarcome des 
tissus mous 
(adulte) 
Phase 
II/III 
Thérapie 
génique ou 
ARN interférent 
PNT2258 Liposome Oligonucléotide 
d’ADN dirigé 
contre BCL-2 
Lymphome 
cellules B large 
Phase II 
Immunothérapie 
CYT6091 Nanoparticule 
d’or colloïdal 
TNF Tumeurs 
solides 
avancées 
Phase 1 
 
Tableau 1 : Exemples de thérapies à base de nanoparticules pour le traitement du 
cancer 
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2.2 Généralités sur les systèmes de vectorisation 
 
 Le développement des nanoparticules pour la délivrance de drogues anticancéreuses est 
une voie très étudiée. L’utilisation de nanoparticules doit permettre une délivrance contrôlée et 
locale au niveau de la tumeur. Pour répondre à ces critères, de nombreux types de nanovecteurs 
ont été développés mais ils doivent répondre à un cahier des charges très précis pour être 
efficaces et utilisables en clinique :  
!! ils doivent être stables,  
!! ils doivent être biocompatibles et biodégradables,  
!! ils doivent pouvoir transporter une quantité suffisante de médicament sans altérer sa 
stabilité et son activité, 
!! la libération de la drogue doit être contrôlée au niveau de la zone à traiter grâce aux 
caractéristiques intrinsèques du nanovecteur (sensibilité à une variation du milieu 
comme le pH, liaison réversible, photoinduite, etc.), 
!! leur surface doit être modifiable pour greffer des molécules de ciblage, 
!! leur taille doit être contrôlée pour permettre une circulation, une diffusion à travers les 
barrières physiologiques et une distribution dans les tissus. 
Ce dernier point est important car les nanoparticules de taille inférieure à 5,5 nm sont filtrées 
par les reins ainsi elles quittent la circulation systémique très tôt sans pouvoir atteindre la zone 
tumorale21,22. De plus, les nanoparticules de plus de 100 nm sont généralement opsonisées avant 
d’atteindre la tumeur23. En 2011, la Commission Européenne a publié ses recommandations 
relatives à la définition des nanoparticules, dont leur taille qui doit être comprise entre 1 et 100 
nm. Cependant, des experts ont montré que cette limitation de taille était une erreur car certains 
nanomatériaux peuvent avoir des propriétés uniques seulement si leur taille est supérieure à 100 
nm (amélioration de la biodisponibilité, de la solubilité, réduction de la dose, etc.)24.  
 
 La molécule encapsulée dans le vecteur est également un point important dans le 
domaine de la vectorisation car elle conditionne la méthode d’encapsulation. La molécule peut 
être de diverses natures selon le type de thérapie envisagée. Il peut s’agir de : 
!! matériel génétique (ADN25, ARN26, ARNi27) dans le cadre de la thérapie génique, 
!! d’agents anticancéreux pour la délivrance de drogues28, 
!! de photosensibilisateurs pour la thérapie photodynamique29, 
!! de marqueurs fluorescents dans le cadre du diagnostic30. 
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 Dans le cadre de cette thèse, nous avons étudié différents types de nanoparticules pour 
la thérapie du cancer avec des approches thérapeutiques différentes : des nanoparticules dans 
lesquelles un agent anticancéreux a été encapsulé pour de la délivrance de drogues, des 
nanoparticules d’analogue de bleu de prusse pour la thérapie photothermique et pour finir des 
nanoparticules dans lesquelles un photosensibilisateur a été encapsulé pour la thérapie 
photodynamique. Ces différentes approches seront détaillées dans la partie résultat (partie 1 : 
chapitres 1 et 2 ; partie 2 : chapitre 2) de ce manuscrit. 
 
2.3 Caractéristiques des nanoparticules 
 
Il existe plusieurs types de vecteurs, ils peuvent être d’origine biologique 
(lipoprotéines), naturelle (virus modifiés), ou synthétique (nanoparticules). Dans ce manuscrit, 
nous nous intéresserons uniquement aux nanoparticules. La recherche sur le développement des 
nanoparticules a permis de mettre au point trois générations (Figure 2) : 
!! Les nanoparticules de première génération sont des liposomes renfermant la molécule 
active. Cependant, ces liposomes vont être reconnus et marqués par des protéines 
plasmatiques appelées opsonines qui sont des protéines impliquées dans l’immunologie. 
Le complexe liposome-opsonine est alors reconnu comme du non-soi et va être capté 
par les macrophages dans le foie entraînant leur destruction et la libération de la 
molécule active31. Ces nanoparticules de première génération sont donc très utiles pour 
le traitement des cancers du foie mais sont inutilisables pour tout autre type de cancers.  
!! Afin d’éviter le phénomène d’opsonisation et d’augmenter le temps de demi-vie 
plasmatique, les nanoparticules de deuxième génération ont été développées. Ces 
nanoparticules sont recouvertes de polymères hydrophiles comme les polyéthylènes 
glycols (PEG) qui vont empêcher la fixation des opsonines. Ainsi, la nanoparticule 
devient « furtive » lui permettant d’éviter une internalisation totale par le foie et par 
conséquent d’augmenter le temps de circulation dans la circulation systémique afin 
d’atteindre d’autres organes32. 
!! Ces nanoparticules de deuxième génération ont ensuite été améliorées par le greffage 
de molécules de ciblage à la surface de la nanoparticule qui sont capables de reconnaître 
des marqueurs spécifiques présents à la surface des cellules cancéreuses. Ces 
nanoparticules appelées nanoparticules de troisième génération sont très intéressantes 
pour obtenir une thérapie ciblée. 
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Figure 2 : Schéma des trois générations de nanoparticules 
 
 En fonction de la nature chimique de leur structure, plusieurs types de nanoparticules 
sont utilisés en vectorisation (Figure 3). Les nanoparticules peuvent être classées en deux 
grandes familles : les nanoparticules organiques et les nanoparticules inorganiques33. Une revue 
exhaustive des différents types de nanoparticules étant impossible, seules les principales 
nanoparticules utilisées à l’heure actuelle seront décrites ci-dessous. 
 
2.3.1 Les nanoparticules organiques 
 
•! Les liposomes 
 Les liposomes ont été synthétisés pour la première fois en 1964 par l’équipe de 
Bangham18. Les liposomes sont des vésicules d’auto-assemblage dont la membrane est 
constituée d’une ou plusieurs bicouches lipidiques. Dans l’eau, une suspension de 
phospholipides forme spontanément des vésicules en raison de la structure amphiphile de ces 
molécules : les phospholipides possèdent une tête hydrophile et une queue hydrophobe 
entraînant l’organisation d’une bicouche avec les têtes polaires au contact de l’eau et les queues 
apolaires au centre de la bicouche. Les liposomes ont été les premières nanoparticules utilisées 
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pour l’adressage de médicament, ils sont aujourd’hui encore largement utilisés et continuent 
d’être étudiés. 
 
•! Les nanoparticules polymériques 
 Ces nanoparticules sont des polymères dans lesquelles les médicaments sont dissouts 
ou conjugués à leur surface. On distingue dans les nanoparticules polymériques :  
!! Les micelles qui sont composées de molécules amphiphiles. En milieu aqueux, les têtes 
hydrophiles sont dirigées vers l’eau et les queues hydrophobes sont dirigées vers 
l’intérieur tandis que dans un solvant organique ce sont les têtes hydrophiles qui sont 
orientées vers l’intérieur de la micelle. Ces propriétés particulières des micelles sont très 
intéressantes car elles permettent d’encapsuler des molécules hydrophiles et 
hydrophobes. Les micelles sont totalement biocompatibles et biodégradables34,35. 
!! Les dendrimères qui sont des polymères homogènes hyper-ramifiés. Ils ont une vaste 
surface sur laquelle peuvent être liés des agents thérapeutiques ou des molécules 
biologiquement actives36.  
!! Les nanoémulsions qui constituent une classe très particulière des émulsions, ont une 
taille de gouttes comprise entre 20 et 300 nm stabilisées par des surfactants. Les 
gouttelettes, composées généralement d’huile, permettent de solubiliser et d’encapsuler 
des médicaments, des agents de contraste, des sondes pour l’imagerie, etc., à de très 
grandes concentrations37,38. 
 
•! Les nanotubes de carbone 
 Ils sont composés soit par une couche simple de paroi de graphène, soit par des couches 
multiples concentriques. Ils peuvent être utilisés par exemple pour encapsuler des drogues 
anticancéreuses ou des radionucléides39. 
 
2.3.2 Les nanoparticules inorganiques 
 
•! Les quantum-dots 
 Les quantum-dots sont des semi-conducteurs composés de minces cristaux fluorescents, 
qui en fonction de leur taille, peuvent émettre de la lumière dans le domaine du visible une fois 
stimulés par la lumière ultra-violette (UV). Ils peuvent être conjugués à un ligand par 
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l’intermédiaire d’une couche polymérique et ils sont utilisés pour le marquage cellulaire et 
l’imagerie des cancers40. 
 
•! Les nanoparticules magnétiques 
 A l’heure actuelle, en clinique, les nanoparticules magnétiques sont principalement 
utilisées comme agent de contraste en Imagerie par Résonance Magnétique (IRM). Ces 
nanoparticules sont composées de cobalt, de nickel ou plus généralement d’oxyde de fer41. Un 
exemple de ce type de nanoparticules à base de bleu de Prusse sera développé dans la partie 
résultat (partie 1 : chapitre 2) de ce manuscrit.  
 
•! Les nanoparticules fonctionnalisées 
 Les nanoparticules fonctionnalisées sont des nanoparticules modifiées chimiquement à 
leur surface. Pour des applications biologiques, la surface des nanoparticules doit être polaire 
c’est-à-dire avoir une solubilité aqueuse élevée afin d’empêcher l’agrégation. Pour cela, des 
groupements hydrophiles tels que les PEG sont généralement utilisés pour diminuer le nombre  
d’interactions non spécifiques42. De plus, des molécules biologiques telles que les anticorps, les 
carbohydrates, les aptamères ou les peptides, sont utilisées pour diriger les nanoparticules vers 
des sites spécifiques dans l’organisme43. Ces agents de ciblage sont idéalement liés de façon 
covalente à la nanoparticule et présents en quantité contrôlée44.  
 
 
Figure 3 : Les principaux nanovecteurs utilisés en vectorisation  
(d’après http://ocg.cancer.gov) 
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3.! Les nanoparticules pour le traitement des cancers 
 
 Dans le cadre de la thérapie des cancers, les molécules utilisées en chimiothérapie ont 
plusieurs limites45 : 
!! la faible solubilité de certains agents anticancéreux, 
!! leur faible sélectivité vis-à-vis des cellules cancéreuses entraînant une forte toxicité pour 
les tissus sains, 
!! leur faible perméabilité dans les tissus tumoraux, 
!! la résistance des cellules cancéreuses. 
L’encapsulation de médicaments dans les nanoparticules permet de pallier à ces problèmes car 
la nanoparticule protège le médicament et le transporte jusqu’à la zone tumorale grâce à un 
ciblage passif appelé effet EPR pour « Enhanced Permeability and Retention effect »46.  
 
3.1! Le ciblage passif : l’effet EPR 
 
Comme dit précédemment, les traitements classiques de chimiothérapie sont des 
molécules qui présentent une toxicité non négligeable car elles ne discriminent pas la tumeur 
des tissus normaux. Il est donc nécessaire de développer de nouveaux médicaments qui seront 
délivrés sélectivement à la tumeur afin d’éviter les effets indésirables. Une des possibilités est 
d’exploiter les anomalies anatomiques et physiopathologiques des tumeurs solides, en 
particulier leur réseau vasculaire. Nous savons que les cellules cancéreuses se multiplient 
beaucoup plus rapidement que les cellules saines environnantes. Elles monopolisent donc les 
nutriments, l’oxygène, le glucose, etc. et génèrent beaucoup de déchets toxiques pour les 
cellules saines. Lorsque la tumeur atteint une taille de 1 à 2 mm3, ses besoins en oxygène et 
nutriments deviennent de plus en plus importants, les cellules saines ne peuvent plus rivaliser 
pour avoir un approvisionnement suffisant et elles ne peuvent plus gérer les grandes 
concentrations de déchets toxiques entraînant le remplacement des cellules saines par les 
cellules cancéreuses. Dans cet environnement devenu hostile pour les cellules saines, les 
cellules cancéreuses, à l’inverse, peuvent survivre en stimulant l’angiogenèse. En effet, sans 
circulation sanguine elles arrêtent leur croissance47 et deviennent nécrotiques ou apoptotiques48. 
Par conséquent, l’angiogenèse est un facteur primordial pour la progression de la tumeur.  
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 Dans des conditions physiologiques normales, le réseau vasculaire se développe selon 
deux mécanismes : la vasculogenèse et l’angiogenèse. La vasculogenèse est décrite par la 
différenciation des précurseurs des cellules endothéliales en un réseau vasculaire primitif. Ce 
phénomène est observé au cours des premières étapes du développement embryonnaire. L’étape 
suivante, appelée angiogenèse, est le développement du réseau vasculaire à partir de ce réseau 
primitif, par prolifération et bourgeonnement des cellules endothéliales. L’angiogenèse est 
contrôlée et joue un rôle dans le développement embryonnaire, les fonctions reproductrices 
(cycle menstruel, grossesse), et lors d’une réparation tissulaire (blessures musculaires, 
ischémies cardiaques)49. Le système vasculaire forme le réseau principal impliqué dans 
l’acheminement de l’oxygène et des nutriments aux organes. Cette fonction physiologique est 
détournée en conditions pathologiques, elle permet alors la progression de la maladie comme 
les rétinopathies, les hémangiomes infantiles, l’arthrite rhumatoïde, le psoriasis, les ulcères 
duodénaux et bien évidemment la progression tumorale7.  
 
 Les cellules endothéliales sont des cellules qui se divisent très peu : leur taux de 
renouvellement est d’environ 1000 jours, et il est sous le contrôle d’un équilibre strict entre 
facteurs activateurs et inhibiteurs50. Cependant ces cellules sont réactives aux facteurs 
environnementaux et au cours de la croissance tumorale, un déséquilibre entre ces différents 
facteurs, appelé « switch angiogénique », est observé. Le processus d’angiogenèse est alors 
déclenché : 
!! Les cellules cancéreuses ainsi que les composants du microenvironnement tumoral 
(cellules inflammatoires, fibroblastes) vont sécréter des molécules angiogéniques telles 
que le VEGF. Ces molécules vont diffuser à travers le tissu tumoral pour atteindre les 
vaisseaux sanguins environnants entraînant l’activation des cellules endothéliales, ce 
qui permettra de guider la formation du néo-vaisseau. 
!! Dans un deuxième temps, les molécules angiogéniques vont stimuler la sécrétion de 
protéases par les cellules endothéliales permettant la dégradation de la membrane basale 
entourant le vaisseau. 
!! Cette dégradation va entraîner la migration des cellules endothéliales vers la source du 
stimulus angiogénique permettant le bourgeonnement d’un nouveau vaisseau. 
Contrairement aux conditions physiologiques normales, les néo-vaisseaux qui irriguent la 
tumeur ont une forme irrégulière, ils sont dilatés et présentent des fenestrations dues à une 
désorganisation des cellules endothéliales51. Cette déficience anatomique entraîne une fuite 
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importante des composants du plasma sanguin par les fenestrations dont la taille a été estimée 
à 0,2 ± 0,5 µm52,53. De plus, le faible retour veineux dans le tissu tumoral54 et la faible clairance 
lymphatique entraînent une rétention des macromolécules dans la tumeur55. Ce phénomène 
appelé effet EPR, a été décrit il y a 33 ans et constitue la base du ciblage passif des 
nanoparticules au niveau des tumeurs solides : les nanoparticules injectées par voie 
intraveineuse vont se déplacer dans la circulation sanguine jusqu’à la zone tumorale, les 
nanoparticules vont pouvoir traverser les fenestrations des néo-vaisseaux et être retenues dans 
la tumeur. La taille optimale des nanoparticules pour une pénétration par effet EPR n’est pas 
clairement définie et diffère selon le type de tumeur, mais il est généralement admis que les 
nanoparticules doivent mesurer entre 50 et 300 nm56. 
 
3.2!Le ciblage actif 
 
 Le ciblage passif de la tumeur par effet EPR est limité car il existe une hétérogénéité 
significative entre les tumeurs de même type ou de types différents57. De plus, une analyse de 
données précliniques sur l’administration de nanovecteurs publiées au cours des dix dernières 
années a montré qu’un faible pourcentage de la dose injectée atteignait les tumeurs58. Pour 
améliorer l’adressage et ainsi augmenter l’efficacité des nanoparticules, les recherches se sont 
tournées vers le ciblage actif des cellules cancéreuses. Ce ciblage est basé sur la conjugaison 
de biomolécules à la surface des nanoparticules. Les principaux objectifs du ciblage actif sont : 
!! la reconnaissance spécifique des cellules cancéreuses et l’absence d’interaction avec les 
cellules saines, 
!! l’augmentation de la concentration en nanoparticules au niveau des cellules 
cancéreuses. 
Pour cela, le choix de la cible biologique est très important et doit répondre à différents critères :  
!! la cible doit être accessible pour la nanoparticule, c’est-à-dire que la cible doit être 
exprimée à la surface des cellules cancéreuses, 
!! la cible doit être spécifique des cellules cancéreuses, elle doit être exprimée plus 
fortement au sein de la tumeur que dans les tissus sains, 
!! le ligand doit avoir une grande sélectivité ainsi qu’une forte affinité pour la cible choisie 
pour éviter toute interaction non spécifique, 
!! le ligand peut être de différentes natures (anticorps, aptamères, glucides, etc.) suivant la 
cible choisie. 
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 A l’heure actuelle, il existe quelques nanovecteurs pour le ciblage actif dont les plus 
courants sont les anticorps. On retrouve deux types d’anticorps : certains agissent sur la 
croissance des cellules en bloquant un récepteur d’un facteur de croissance comme le 
trastuzumab qui cible la surexpression du récepteur HER2 dans les cellules cancéreuses du sein. 
Tandis que d’autres peuvent être conjugués à des molécules thérapeutiques comme le 
Mylotarg® qui est un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur CD33 surexprimé quand 
le cadre des leucémies aiguës myéloïdes et qui est lié à un agent cytotoxique libéré dans la 
cellule pour induire des ruptures des doubles brins d’ADN induisant un arrêt du cycle cellulaire. 
Cependant, ces traitements sont généralement associés à d’autres traitements de 
chimiothérapie : on observe donc toujours des effets secondaires dus à la chimiothérapie59,60. 
 
 En résumé, le ciblage passif des cellules cancéreuses guidé par l’effet EPR et l’activité 
métabolique importante des cellules cancéreuses conduisent à la rétention des nanoparticules 
dans la zone tumorale. Quant au ciblage actif, les nanoparticules fonctionnalisées avec des 
ligands spécifiques peuvent se lier préférentiellement aux récepteurs présents à la surface des 
cellules cancéreuses permettant une internalisation rapide et plus efficace, ce qui entraîne une 
plus grande quantité de nanoparticules à l’intérieur des cellules cancéreuses (Figure 4).  
 
 Nous décrirons dans ce manuscrit un exemple de nanoparticules fonctionnalisées par un 
carbohydrate pour le ciblage d’un cancer rare dans la partie résultat (partie 2 : chapitre 2) de ce 
manuscrit.  
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Figure 4 : Ciblages passif et actif par les nanoparticules61 
 
 Les effets à court et à long terme de ces nanomatériaux sont encore inconnus et des 
questions subsistent : serait-il possible de détecter et traiter un cancer avec la même 
nanoparticule ? Un nanovecteur pourrait-il détecter de manière spécifique une cellule 
cancéreuse pour savoir quand le médicament doit être libéré ? Est-il possible de synthétiser 
d’autres types de nanoparticules pour la thérapie, utilisable en clinique en première intention et 
sans association avec de la chimiothérapie ? Toutes ces questions rendent complexe la synthèse 
de nanovecteurs intelligents. Dans ce manuscrit, nous essayerons d’y répondre en partie par la 
synthèse de nanoparticules multifonctionnelles permettant de cibler, d’imager et de traiter la 
tumeur.  
Vaisseau sanguin Vaisseau sanguin
Nanoparticules
Nanoparticules
ciblées
Cellules 
cancéreuses
Cellules 
saines
Ciblage passif : effet EPR Ciblage actif
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Chapitre 3 : Ciblage thérapeutique des lectines membranaires 
 
 Comme nous venons de l’aborder dans le chapitre précédent, un des moyens permettant 
le ciblage actif par les nanoparticules est d’utiliser les récepteurs membranaires exprimés à la 
surface des cellules cancéreuses. Pour cela, il faut connaître le niveau d’expression du récepteur 
membranaire ciblé. Dans ce chapitre, nous nous intéresserons plus particulièrement aux 
lectines. Quels rôles jouent-elles dans la cancérogenèse ? Est-ce qu’elles peuvent être une 
bonne cible thérapeutique pour le traitement des cancers ?  
 
1.! Les lectines 
 
1.1!Définition 
 
 Les lectines sont des protéines ou glycoprotéines qui sont capables d’interagir de 
manière spécifique et réversible avec des carbohydrates (mono- ou oligosaccharides) sous 
forme de liaisons non covalentes (liaisons hydrogènes, hydrophobes, de coordination avec des 
ions métalliques)62,63. Les lectines sont souvent multivalentes car elles possèdent plusieurs sites 
de liaisons (lectines di- ou polyvalentes). Elles participent d’une manière générale aux 
processus de reconnaissances moléculaire et cellulaire pour tous les organismes vivants (virus, 
bactéries, plantes, animaux, humains)64. De plus, les lectines peuvent être circulantes, 
intracellulaires ou membranaires et ont par conséquence des rôles précis suivant leur 
localisation dans l’organisme : 
!! Les lectines circulantes jouent un rôle très important dans le système immunitaire65. 
!! Les lectines membranaires reconnaissent des ligands extracellulaires et permettent leur 
endocytose. Elles possèdent également des propriétés de recyclage par la voie 
d’endocytose. Au pH lysosomal (pH acide), le complexe ligand-lectine se dissocie pour 
permettre à la lectine d’être recyclée à la membrane66. 
!! Les lectines intracellulaires sont impliquées dans le trafic et le tri des glycoprotéines 
vers les endosomes ou vers d’autres voies de sécrétion67.  
Les lectines sont également impliquées dans plusieurs processus biologiques comme les 
mécanismes d’adhésion bactérienne, les interactions cellule-cellule et cellule-matrice 
extracellulaire, mais également les processus de phagocytose, de différenciation cellulaire et 
d’apoptose68.  
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1.2!Les différentes catégories de lectines animales 
 
 La première classification des lectines a été réalisée à partir des lectines de plante et était 
basée selon leur spécificité pour leurs ligands saccharidiques64. Ce n’est qu’avec le 
développement du clonage moléculaire, qu’une classification plus rigoureuse a été mise en 
place, organisée sur la base de l’homologie des séquences d’acides aminés. La première 
classification de ce type a été proposée par Kurt Drickamer qui a identifié des séquences 
conservées dans les sites de reconnaissance appelés « carbohydrate recognition domain » 
(CRD). A partir de cette classification, huit familles ont pu être distinguées (Figure 5)69 :  
!! Quatre familles pour les lectines extracellulaires : les lectines de type C, de type R, de 
type I et les Galectines. 
!! Quatre familles pour les lectines intracellulaires : les lectines de type P, de type M, de 
type L et les Calexines. 
 
!
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Chaque famille de lectine est composée de groupes de lectines qui ont des ligands différents 
(Tableau 2).'
 
Famille de 
lectine 
Exemple de 
groupe Exemple de ligands 
Localisation 
cellulaire Exemple de fonctions 
Type C71 
Récepteurs 
du mannose 
Mannose, fucose, N-
acétylglucosamine 
Membranaire 
et 
extracellulaire 
Rôle dans l’immunité innée 
Clairance des hormones 
glycosylées 
Reconnaissance de pathogène 
Rôle dans la migration cellulaire 
Rôle dans les interactions 
cellules dendritiques-cellules T 
Lectines 
hépatiques 
Galactose, N-
acétylgalactosamine 
Sélectines 
Résidus sialate-galatose-
N-Acétylglucosamine-
fucose 
Type R72 ß-trefoil 
Galactose, N-
acétylgalactosamine 
Golgi et 
membranaire 
Cible les enzymes 
Assure la production 
d’hormones glycosylées 
 Type I73 
Sialoadhesin 
Acide sialique N- et O- 
glycosylé 
Membranaire 
Rôle dans l’adhésion cellulaire 
Interactions cellule-cellule dans 
le système immun et le système 
nerveux 
CD22 
CD33 
MAG 
Galectines74 
(Type S) 
Galectin-1 
ß-galactose 
Cytoplasme et 
extracellulaire 
Régule la croissance cellulaire et 
l’apoptose 
Régule le cycle cellulaire 
Module les interactions cellule-
cellule et cellule-substrat 
Galectin-2 
Galectin-3 
Type P75 
CD-M6PR 
Mannose 6-phosphate 
Membranaire, 
intracellulaire 
et 
extracellulaire 
Cible les enzymes lysosomales 
et les glycoprotéines portant le 
mannose 6-phosphate 
Rôle dans le trafic et la 
dégradation de glycoprotéines 
CI-M6PR 
Type M76 
EDEM1 
Glycanes mannosylés 
Réticulum 
endoplasmique 
Rôle dans la dégradation des 
glycoprotéines 
EDEM2 
EDEM3 
Type L77 
ERGIC-53 
Glycanes mannosylés 
Réticulum 
endoplasmique 
et Golgi 
Contrôle la sécrétion des 
glycoprotéines du réticulum 
endoplasmique 
VIP36 
Calnexines78 
Calmegin Glycoprotéines avec 
Glc1Man9GlcNAc2 
Réticulum 
endoplasmique 
Contrôle la biosynthèse des 
glycoprotéines Calreticulin2 
 
Tableau 2 : Les différentes familles de lectines animales 
 
1.3!Les carbohydrates 
 
Les quatre principales classes de molécules organiques dans les systèmes vivants sont 
les protéines, les lipides, les acides nucléiques et les carbohydrates (ou glucides). Les 
carbohydrates sont les molécules organiques les plus importantes dans la nature et une majorité 
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des organismes vivants synthétisent et métabolisent ces glucides79. Les carbohydrates sont la 
principale source d’énergie ingérée par le corps humain. Ils sont transportés par les vaisseaux 
sanguins vers toutes les cellules de l’organisme pour participer au métabolisme énergétique80. 
Ils peuvent augmenter le temps de circulation sanguine de certaines protéines recombinantes 
en diminuant leur clairance par les reins81 et permettre le passage de certaines barrières 
biologiques, comme la barrière hémato-encéphalique82. De plus, les carbohydrates peuvent être 
liés entre eux ou à d’autres molécules biologiques pour former des glycoconjugués : les 
glycoprotéines et les glycolipides qui sont les glycoconjugués les plus abondants dans les 
cellules animales et représentent les principaux ligands des lectines. 
 
1.4!Les lectines comme cible thérapeutique 
De plus en plus de stratégies thérapeutiques sont basées sur ce type d’interaction 
carbohydrates-lectines : ce concept a été établi pour la première fois en 1988 par Woodley et 
Naisbett qui ont proposé d’utiliser la lectine de tomate pour cibler la surface luminale de 
l’intestin grêle83. A partir de ces travaux, deux principaux types de ciblage ont été mis au point : 
le ciblage direct et le ciblage indirect. Le ciblage direct consiste à conjuguer le principe actif à 
un ou plusieurs carbohydrates qui seront reconnus par les lectines endogènes exprimées à la 
surface des cellules. Concernant le ciblage indirect, le principe actif est couplé à des lectines 
exogènes qui reconnaîtront, dans ce cas, les glycoconjugués présents à la surface des cellules 
(Figure 6).  
 
 
 
Figure 6 : Schéma illustrant les ciblages direct et indirect des lectines81 
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 Dans ce manuscrit, nous allons nous intéresser plus particulièrement au ciblage direct 
des lectines. Ce ciblage est basé sur l’exploitation de l’expression des lectines à la surface des 
cellules malades dans le but d’adresser spécifiquement le médicament. Pour le traitement des 
cancers, il existe de nombreux exemples de ce type d’interaction comme le ciblage du récepteur 
CD44 qui peut lier l’acide hyaluronique et dont la surexpression a été démontrée dans différents 
types de cancers comme les mélanomes, les lymphomes, le cancer du sein, le cancer colorectal 
et le cancer des poumons84–88. Ce récepteur est connu pour jouer un rôle dans les processus 
d’invasion du cancer et les propriétés métastasiques. De nombreuses études ont montré que ce 
récepteur pouvait être ciblé, par exemple avec des liposomes fonctionnalisés par de l’acide 
hyaluronique dans lesquels a été encapsulé de la doxorubicine ou de la mitomycine C. 
L’efficacité thérapeutique du ciblage du récepteur a été démontré in vitro sur des lignées de 
cellules cancéreuses humaines89 et in vivo chez des modèles de souris90.  
 
 D’une manière générale, des études ont montré que les lectines étaient présentes à la 
surface des cellules cancéreuses et que leur profil d’expression était modulé91. De plus, certaines 
lectines jouent un rôle important dans le cancer car elles contribuent à l’angiogenèse et la perte 
de l’adhésion cellulaire permettant la formation de métastases92,93. Dans ce manuscrit, nous nous 
concentrerons sur le ciblage d’une lectine en particulier : le récepteur du mannose 6-phosphate 
cation indépendant.  
 
2.! Les récepteurs du mannose 6-phosphate (RM6P) 
 
 Deux RM6P ont été décrits : le récepteur du mannose 6-phosphate cation-dépendant 
(RM6P-CD) et le récepteur du mannose 6-phosphate cation-indépendant (RM6P-CI). Tous les 
deux composent les seuls récepteurs de la famille des lectines P et appartiennent à la famille 
des glycoprotéines transmembranaires de type I. Le clonage de leur ADN complémentaire a 
permis de définir leur structure, représentée schématiquement dans la figure 7 et qui est 
composée d’une séquence signal, d’un domaine extracellulaire (extrémité N-terminale), d’une 
région transmembranaire hydrophobe et d’un domaine cytoplasmique (extrémité C-
terminale)94. 
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Figure 7 : Structure des récepteurs du mannose 6-phosphate95 
 
2.1!Le RM6P-CD 
 
2.1.1! Structure 
 
Le RM6P-CD est de faible poids moléculaire (46 kDa) et il est caractérisé de cation-
dépendant car il a besoin de cations divalents pour lier le ligand. L’analyse séquentielle du 
RM6P-CD humain a montré qu’il était composé d’une séquence signal en N-terminal de 20 
résidus, un domaine transmembranaire de 19 résidus, un domaine extracellulaire de 164 résidus 
et d’une extrémité C-terminale de 68 résidus96. Ce récepteur possède cinq sites de glycosylation 
sur le domaine extracellulaire, dont au moins quatre sont utilisés, et aucun site de glycosylation 
sur le domaine intracellulaire.  Son domaine extracellulaire est similaire aux quinze domaines 
répétés du RM6P-CI indiquant que ces deux récepteurs proviennent d’un gène ancestral 
commun97. Il est sous la forme d’un homodimère non covalent dans la membrane75 et sous 
forme de dimère ou tétramère en solution98. Il peut être internalisé comme le RM6P-CI : les 
séquences d’internalisation sont situées dans l’extrémité C-terminale99. 
RM6P-CD RM6P-CI
Protéine contenant un signal M6P
Domaine extracytoplasmique
Site de type fibronectine de type II
Domaine transmembranaire
Queue cytoplasmique
Palmtoylation
Phosphorylation
X-M6P
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2.1.2! Fonctions 
 
Le RM6P-CD reconnaît le mannose 6-phosphate (M6P) comme ligand et c’est le seul 
ligand connu à ce jour. Le RM6P-CD participe au transport des enzymes lysosomales 
synthétisées au niveau du réseau trans-golgien vers les endosomes qui les transfèrent jusqu’aux 
lysosomes. Ce récepteur n’a aucune fonction transmembranaire même s’il peut être présent à 
la membrane100 car il ne possède pas la capacité de lier et d’internaliser les enzymes au pH 
extracellulaire qui est de 7,4101.   
 
2.2!Le RM6P-CI 
 
2.2.1! Structure 
 
Le RM6P-CI est de haut poids moléculaire (300 kDa). Il est composé d’une séquence 
signal en N-terminal de 40 résidus, un domaine transmembranaire de 23 résidus, un domaine 
extracellulaire de 2264 résidus composés de 15 domaines répétitifs contenant les sites de liaison 
des ligands, et d’une extrémité C-terminale de 164 résidus102. Le domaine extracellulaire a dix-
neuf sites de glycosylation potentiels103. Le RM6P-CI est sous forme de dimère à la membrane 
et sous forme de monomère en solution104. 
 
2.2.2! Fonctions 
 
Le RM6P-CI est principalement localisé dans les compartiments intracellulaires (90 à 
95%), en particulier dans le réseau trans-golgien et les endosomes, 5 à 10% étant présent à la 
surface des cellules97. Ce récepteur participe donc, comme le RM6P-CD, au transport des 
enzymes lysosomales synthétisées vers le lysosome. De plus, le RM6P-CI participe à 
l’endocytose des molécules ayant un signal M6P, mais également d’autres ligands. En effet, la 
spécificité de ce récepteur est dans la nature des ligands qu’il est capable de lier : les ligands 
peuvent être de nature lipidique (acide rétinoïque), protéique (Insulin-like Growth Factor II ou 
IGF-II) et glucidique (M6P) sur des sites de liaison bien distincts. 
 
•! L’acide rétinoïque 
 L’acide rétinoïque est la forme active de la vitamine A. Il est impliqué dans de nombreux 
processus biologiques comme la croissance cellulaire, la différenciation et l’apoptose 
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cellulaire105. Ce ligand se fixe sur la partie C-terminale du récepteur106 et permet de favoriser la 
liaison du M6P, ceci est également vrai dans le sens inverse107. 
 
•! L’IGF-II 
 L’IGF-II est un facteur de croissance impliqué dans le contrôle de la croissance 
cellulaire. Le récepteur est capable de lier en même temps l’IGF-II et le M6P c’est pour cela 
que le RM6P-CI est également appelé : le « mannose 6-phosphate/insulin-like growth factor II 
receptor ». Le récepteur lie sur le domaine 11 l’IGF-II entraînant son internalisation afin qu’il 
soit dégradé dans les lysosomes108. Les sites de liaisons du M6P et de l’IGF-II sont distincts 
mais la liaison de chacun peut influencer la liaison de l’autre : c’est le cas des enzymes 
lysosomales qui portent le signal M6P et qui altèrent la liaison de l’IGF-II. Ceci a été démontré 
avec la cathepsine D : la liaison de la cathepsine D va interférer avec l’IGF-II qui se déplace 
alors vers le récepteur à l’IGF-I entraînant un effet mitogène109. Des études indiquent que le 
RM6P-CI joue un rôle primordial dans la croissance et la motilité des cellules. L’importance 
de la dégradation de l’IGF-II a été démontrée chez des souris knock-out pour le RM6P-CI qui 
présentaient des taux élevés d’IGF-II dans la circulation sanguine et une augmentation de la 
taille des organes. Ces souris mourraient alors à la naissance suite à une insuffisance cardiaque 
due à une cardiomégalie. Cependant si le gène du récepteur de l’IGF-II est également invalidé, 
les souris ne meurent plus à la naissance ce qui démontre que la dégradation de l’IGF-II est une 
fonction essentielle et vitale du récepteur110–112. 
 
•! Le M6P 
 Le récepteur est capable de lier deux molécules de M6P ou une chaîne 
oligosaccharidique diphosphorylée par monomère. Sur les 15 unités répétitives qui composent 
la partie extracellulaire du récepteur, seulement les domaines 1-3 et 7-11 sont impliqués dans 
la liaison du M6P113. Plus précisément il a été démontré le rôle primordial des domaines 3 et 9 
dans la liaison du M6P114. De plus le récepteur est capable de lier toutes autres molécules ayant 
un signal M6P répertoriés dans le tableau 3. 
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Ligands Fonction du RM6P-CI Maladies ou processus biologiques 
associés 
Ligand avec un signal M6P 
Enzymes lysosomales  
 
 
Complexe TGFß latent 
 
Granzyme B 
 
Facteur inhibiteur de leucémie et facteur de 
stimulation des colonies de macrophages 
 
 
Proliférine 
 
Glycoprotéine du virus de l’herpès (gD)  
 
Rénine 
 
 
Biogenèse des lysosomes 
Dissémination tumorale 
 
Activation de TGFß 
 
Endocytose et apoptose 
 
Endocytose et dégradation dans 
lysosome 
 
 
Croissance cellulaire et angiogenèse 
 
Endocytose des virus 
 
Internalisation de la (pro)rénine 
cardiaque 
 
Maladies lysosomales 
Métastases 
 
Cicatrisation 
 
Réponse immunitaire  
 
Désordres hématopoïétiques, 
myélomes, maladie de Castelman, 
polycythémie 
 
Fibrosarcomes 
 
Infection virale 
 
Désordres cardiovasculaires 
Ligands sans signal M6P 
IGF-II 
 
 
Récepteur urokinase (uPAR) et 
plasminogène 
 
 
 
Acide rétinoïque 
 
Endocytose et dégradation dans le 
lysosome 
 
Régulation de uPAR à la surface 
cellulaire, activation de l’urokinase 
(uPA) 
 
 
Modulation de l’action de l’acide 
rétinoïque 
 
Croissance cellulaire dans 
l’embryogenèse et oncogenèse 
 
Fibrinolyse, adhésion et migration 
cellulaire 
 
 
 
Croissance cellulaire dans 
l’embryogenèse et oncogenèse 
 
Tableau 3 : Récapitulatif des différents ligands et fonctions du RM6P-CI115 
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3.! Ciblage du RM6P-CI pour le traitement des maladies lysosomales et des cancers 
 
3.1!RM6P-CI et maladies lysosomales 
 
 Nous avons vu que les RM6P étaient des récepteurs indispensables permettant 
l’acheminement des enzymes lysosomales vers les lysosomes. Les lysosomes sont des organites 
intracytoplasmiques présents dans toutes les cellules nucléées. Ils constituent les compartiments 
acides de la cellule qui établissent la communication entre le milieu extracellulaire et 
intracellulaire par le biais de l’endocytose, la phagocytose et l’exocytose. La fonction principale 
des lysosomes est la dégradation et le recyclage de molécules intracellulaires par les enzymes 
lysosomales. Les enzymes ont une activité optimale à un pH acide (5,2 à 5,5) qui correspond 
au pH à l’intérieur des lysosomes : les enzymes sont donc aussi appelées hydrolases acides. On 
dénombre une cinquantaine d’enzymes lysosomales (phosphatases, glycosidases, lipases, 
nucléases, sulfatases et protéases) qui sont caractérisées par un ou plusieurs signaux M6P leur 
permettant d’être acheminées vers les lysosomes via les RM6P. Il existe deux voies de transport 
des enzymes lysosomales vers les lysosomes : 
!! le transport du réseau trans-golgien, 
!! l’endocytose des enzymes extracellulaires. 
 
3.1.1! Le transport du réseau trans-golgien vers les lysosomes 
 
 Ce transport correspond à la voie de biosynthèse des enzymes lysosomales. Ces 
enzymes sont synthétisées par les polysomes liés à la membrane du réticulum endoplasmique 
rugueux (RER). Chacune de ces protéines contient un signal peptide hydrophobe en position 
N-terminale qui permet le transport de la protéine en cours de traduction vers la lumière du 
RER116. Une fois dans le RER, les enzymes vont perdre le peptide signal et subir des 
modifications post-traductionnelles, appelées glycosylation qui ont pour but d’additionner des 
oligosaccharides. Cette addition est appelée N-glycosylation car elle a lieu sur le groupement 
amine d’un résidu asparagine (Asn ou N). L’oligosaccharide est composé de trois glucoses, 
neuf mannoses et deux résidus N-acétyl-glucosamine (Glc3Man9GlcNac2)117. Par des transports 
vésiculaires, les glycoprotéines se dirigent vers l’appareil de Golgi où l’oligosaccharide va être 
maturé par clivage et addition de sucres pour diversifier les oligosaccharides sur chaque type 
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de glycoprotéines118. Dans le cas des enzymes lysosomales, elles vont acquérir le signal M6P 
grâce à l’action de deux enzymes119 (Figure 8):  
!! la N-acétylglucosamine-1-phosphotransférase (ou phosphotransférase) qui permet la 
liaison d’un résidu N-acétylglucosamine-1-phosphate en position 6 d’un mannose, 
!! la N-acétylglucosamine-1-phosphodiester α-N-acétylglucosaminidase 
(phosphoglycosidase) qui hydrolyse le résidu Glc-NAc pour laisser apparaître la 
fonction monoester M6P. 
 
!
!
Figure 8 : Acquisition du signal mannose 6-phosphate par une enzyme lysosomale 
 
 Grâce au signal M6P, les enzymes lysosomales peuvent se lier au RM6P-CD mais vont 
majoritairement se lier au RM6P-CI au niveau du réseau trans-golgien à pH 7. Des clathrines, 
protéines structurelles constituant l’enveloppe des vésicules, se fixent au RM6P-CI et forment 
des vésicules qui vont transporter le complexe pro-enzyme/RM6P-CI vers les prolongations du 
Golgi puis les endosomes précoces pour finir dans les endosomes tardifs. Le pH acide des 
endosomes tardifs (pH entre 5 et 7) permet la dissociation du complexe pro-enzyme/RM6P-CI, 
les enzymes vont alors pouvoir se diriger vers les lysosomes où elles seront déphosphorylées120. 
Après avoir libéré les enzymes, les RM6P sont recyclés dans des vésicules de transport qui 
bourgeonnent des endosomes tardifs vers la membrane du réseau trans-golgien pour être 
réutilisés pour un nouveau cycle de transport. Le RM6P-CI est également envoyé vers la 
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membrane plasmique afin d’internaliser les enzymes extracellulaires ayant échappées au 
processus de transport du réseau trans-golgien vers les lysosomes121.  
 
3.1.2! L’endocytose des enzymes extracellulaires  
 
Une partie des enzymes lysosomales échappe au processus décrit précédemment et sont 
par conséquent sécrétées à l’extérieur de la cellule. Le RM6P-CI à la membrane plasmique joue 
alors un rôle primordial dans l’endocytose de ces enzymes sécrétées. Le transport du complexe 
pro-enzyme/RM6P-CI depuis la membrane plasmique vers les lysosomes s’effectue 
globalement comme celui du réseau trans-golgien. Des protéines adaptatrices AP2 
reconnaissent des signaux cytosoliques du récepteur et vont pouvoir se fixer sur le complexe 
pro-enzyme/RM6P-CI afin de recruter des clathrines qui vont recouvrir la membrane plasmique 
pour qu’elle puisse bourgeonner et former des vésicules qui contiennent le complexe122. Les 
vésicules sont alors dirigées vers les endosomes précoces puis tardifs où le complexe va se 
dissocier à pH acide. Les enzymes libérées sont ensuite acheminées vers les lysosomes et les 
récepteurs seront recyclés vers la membrane plasmique ou le réseau trans-golgien. La figure 9 
représente schématiquement les deux voies de transport des enzymes lysosomales. 
 
 
 
 
Figure 9 : Les deux voies de transport des enzymes lysosomales vers les lysosomes123 
enzyme lysosomale signal M6P RM6P-CI
Réseau
trans-golgien
Golgi
Réticulum
endoplasmique
Endosome
précoce
Endosome
tardif
Lysosome
Voie de biosynthèse Voie d’endocytose
trans
medium
cis
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3.1.3! Cible thérapeutique pour les maladies lysosomales 
 
 Une des applications majeures du ciblage du RM6P-CI est le traitement des maladies 
lysosomales. On dénombre aujourd’hui une cinquantaine de maladies lysosomales qui sont des 
maladies génétiques. Chaque maladie lysosomale est liée à l’absence ou la déficience d’une 
enzyme lysosomale spécifique dont la conséquence est l’accumulation du substrat de cette 
enzyme dans le lysosome. Nous avons vu précédemment que le RM6P-CI est responsable de 
l’acheminement des enzymes lysosomales ainsi que des ligands ayant un signal M6P jusqu’aux 
lysosomes. De Duve a alors proposé en 1964 que les déficiences en enzymes lysosomales 
pourraient être rectifiées en administrant une enzyme exogène124. Aujourd’hui, neuf maladies 
lysosomales sont traitées par enzymothérapie substitutive125. Cependant, le ciblage par le M6P 
présente quelques limites dont :  
!! l’instabilité du signal M6P dans le sang car il est sensible aux phosphatases sériques 
empêchant un adressage efficace aux organes126, 
!! l’incapacité à apporter les enzymes administrées à certains tissus spécifiques de la 
maladie comme le système nerveux central via la barrière hémato-encéphalique127, 
!! le coût annuel du traitement estimé entre 87000 et 600000 euros par patient selon la 
maladie128.  
 
 L’inconvénient majeur du M6P est la sensibilité aux phosphatases présentes dans le 
sérum mais également dans tous les organes entraînant une déphosphorylation : le M6P ne peut 
plus être reconnu par le RM6P-CI. Il s’en suit une diminution de l’adressage de l’enzyme aux 
organes ainsi qu’une augmentation des doses administrées au patient (et donc du coût du 
traitement). La stabilité de ce signal est donc un élément indispensable pour son utilisation dans 
le transport de molécules bioactives. Afin d’éviter cette déphosphorylation, les équipes du 
Professeur Alain Morère et du Docteur Marcel Garcia ont développé des analogues du M6P où 
le phosphate est remplacé par un phosphonate, un carboxylate, un malonate ou un sulfate. Ces 
analogues, appelés AMFA (Analogue du Mannose 6-phosphate Fonctionnalisé sur 
l’Aglycone), ont été brevetés puis l’entreprise NanoMedSyn a acquis une licence exclusive 
d’exploitation. Dans le cadre de cette thèse, nous avons étudié ces analogues pour le ciblage du 
RM6P-CI pour le traitement d’une maladie lysosomale : la maladie de Pompe. 
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3.2 Cible thérapeutique pour le traitement des cancers 
 
La capacité du RM6P-CI à interagir avec plusieurs facteurs de croissance impliqués 
dans la cancérogenèse tels que l’IGF-II et le TGFß1 indique qu’il pourrait être un gène 
suppresseur de tumeur car il aurait un pouvoir régulateur négatif sur la prolifération cellulaire. 
En effet, l’IGF-II est capable de se lier au RM6P-CI mais également au récepteur de l’IGF-I. 
Le RM6P-CI permet la dégradation de l’IGF-II et joue ainsi un rôle d’inhibiteur et de 
modulateur de la croissance cellulaire car l’IGF-II ne peut plus se fixer sur le récepteur de 
l’IGF-I qui est le seul à pouvoir envoyer un signal de prolifération à la cellule. Plusieurs études 
ont démontré que le RM6P-CI pourrait être potentiellement un gène suppresseur de tumeur car 
il a été observé dans différents types de cancers (hépatocarcinomes129, seins130, poumon131, 
ovaire132, tumeurs adéno-corticales133, carcinomes épidermoïques134) et il présentait une 
altération de fonction suite à une perte d’hétérozygotie du gène et de mutations sur l’allèle 
restant participant à la progression tumorale. Cette perte d’hétérozygotie entraîne une 
diminution de l’expression du récepteur par rapport aux tissus sains. Cependant, pour que le 
RM6P-CI soit une bonne cible thérapeutique, il faut que le récepteur soit surexprimé à la 
membrane lorsque la cellule devient cancéreuse, ainsi nous pourrions discriminer les cellules 
cancéreuses des cellules saines. La surexpression du RM6P-CI a été démontrée dans plusieurs 
lignées cellulaires cancéreuses humaines ainsi que dans des tissus humains tels que le cancer 
du sein135, du pancréas136, gastrique137, le mélanome138 et le cancer de la prostate139. La première 
étude concernant la délivrance de drogues aux cellules cancéreuses via le RM6P-CI a été 
publiée par l’équipe de Jai Prakash en 2009140 : l’albumine de sérum humain a été 
fonctionnalisée avec du M6P puis conjuguée avec de la doxorubicine (M6P-HSA-DOX). Cette 
étude a été menée sur des lignées cellulaires cancéreuses humaines de mélanome et de colon et 
a démontré que M6P-HSA-DOX était internalisée plus efficacement que la HSA non 
fonctionnalisée par le M6P et via une endocytose active par le RM6P-CI. L’efficacité du 
système ciblé a été évaluée in vivo, chez le modèle animal de la souris dans lequel des 
xénogreffes de tumeurs sous-cutanées ont été réalisées. Les résultats démontrent que le M6P-
HSA-DOX s’accumule dans les tumeurs et permet la diminution significative de la tumeur par 
rapport à la doxorubicine libre qui est distribuée dans tous les organes sains. Cependant, cette 
étude ne montre pas de résultats sur HSA-DOX comme contrôle, alors qu’il aurait été 
indispensable de confirmer que l’efficacité thérapeutique du système ciblé est due à la 
fonctionnalisation du M6P et non pas seulement à l’encapsulation de la doxorubicine dans la 
HSA. Une autre étude menée au sein du laboratoire a permis de démontrer l’efficacité 
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thérapeutique de nanoparticules ciblées pour le ciblage du RM6P-CI dans le cas du traitement 
de la prostate139. La surexpression du RM6P-CI a été démontrée sur 84 % des tissus humains 
prostatiques (126 cas) tandis que dans les tissus humains normaux aucune surexpression n’a été 
observée (39 cas). Dans cette étude, l’équipe a fonctionnalisé un analogue du M6P sur des 
nanoparticules dans lesquelles a été encapsulé un photosensibilisateur pour permettre une 
thérapie photodynamique. Les résultats ont démontré une meilleure efficacité thérapeutique des 
nanoparticules ciblées comparées aux nanoparticules non fonctionnalisées avec l’analogue du 
M6P. Donc contrairement aux études réalisées sur différents types de cancers dans lesquelles 
le RM6P-CI était décrit comme étant un gène suppresseur de tumeur, ces deux dernières études 
ont montré que dans certains cas précis de cancers solides, la surexpression du RM6P-CI 
permettait de considérer ce récepteur comme une bonne cible thérapeutique. Dans ce manuscrit, 
nous étudierons le ciblage du RM6P-CI par des nanoparticules fonctionnalisées avec un 
analogue du M6P dans le cadre d’un cancer rare : le rhabdomyosarcome.  
!  
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Chapitre 4 : Le rhabdomyosarcome 
 
1.! Les cancers pédiatriques 
 
 Les cancers pédiatriques sont des tumeurs malignes survenant chez l’enfant avant l’âge 
de 18 ans. Dans le monde, on dénombre entre 50 et 200 millions d’enfants qui sont atteints d’un 
cancer141. En France, 1700 nouveaux cas de cancers ont été diagnostiqués chez les enfants et 
les adolescents, et un enfant sur 440 sera atteint d’un cancer avant l’âge de 15 ans142. Le taux 
de guérison chez les enfants a considérablement augmenté et dépasse aujourd’hui 80% tous 
cancers confondus. Cependant, cette maladie reste la deuxième cause de mortalité des enfants 
de plus d’un an, après les accidents143. Les cancers pédiatriques sont complètement différents 
de ceux diagnostiqués chez les adultes : il s’agit de maladies rares (1 à 2% des cancers) et les 
principales localisations chez l’adulte (poumons, seins, prostate…) ne sont pas retrouvées chez 
les enfants. A l’heure actuelle, de nombreuses études ont cherché à comprendre les causes de 
l’apparition d’un cancer pédiatrique mais il est très rare que les facteurs environnementaux 
soient à l’origine d’un cancer et on estime qu’environ 10% des enfants ont une prédisposition 
génétique à développer un cancer : les recherches doivent donc se poursuivre pour déterminer 
exactement les facteurs impliqués. Les cancers pédiatriques les plus fréquents sont les 
leucémies (29%), les tumeurs cérébrales (25%) et les lymphomes (10%)144,145. Les cancers de 
l’enfant ont été répertoriés en différents groupes selon « l’International Classification of 
Childhood Cancer » (ICCC) et deux registres pédiatriques français enregistrent en continu des 
informations sur les cancers pédiatriques : le Registre National des Hémopathies malignes de 
l’Enfant (RNHE) dont l’enregistrement a commencé en 1990 et le Registre National de 
Tumeurs Solides de l’Enfant (RNTSE) qui a débuté en 2000 (Tableau 4). Dans ce manuscrit, 
nous nous concentrerons uniquement sur un cancer pédiatrique : le rhabdomyosarcome (RMS).  
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Groupes diagnostiques selon 
l’ICC 
Effectif moyen 
annuel 
En % 
Incidence (par million) 
< 1 an 1-4 ans 5-9 ans 10-14 ans 
I. Leucémies 524 28,9% 35,7 71,5 38,3 29,4 
II. Lymphomes 184 10,3% 1,1 7,5 13,8 27,1 
III. Tumeurs du système 
nerveux central 
442 24,9% 38,9 46 37,2 31,8 
IV. Tumeurs du système 
nerveux sympathique 
142 8% 72,8 21,7 3,4 1,5 
V. Rétinoblastomes 48 2,7% 25,8 8,2 0,5 0 
VI. Tumeurs rénales 98 5,5% 18,1 18 5,7 1,3 
VII. Tumeurs hépatiques 20 1,1% 6,8 3 0,5 0,7 
VIII. Tumeurs malignes 
osseuses 
82 4,6% 0,5 1,5 5,5 14,4 
IX. Sarcomes des tissus mous et 
extraosseux (dont RMS) 
112 6,3% 16,6 12 8 7,8 
X. Tumeurs germinales, 
trophoblastiques et gonadiques 
60 3,4% 15,8 3,7 2,4 7,0 
XI. Mélanomes malins et autres 
tumeurs malignes épithéliales 
64 3,6% 2,1 2,1 3,0 11,4 
XII. Autres tumeurs malignes 4 0,2% 2,1 0,6 0,2 0,1 
Total  1770  236,3 195,8 118,3 132,5 
 
Tableau 4 : Les différents types de cancer chez l’enfant et leur incidence sur la période 
2010-2014146,147 
 
2.! Le rhabdomyosarcome 
 
2.1!Généralités et épidémiologie 
 
 Le RMS est un sarcome des tissus mous. Les sarcomes sont des tumeurs malignes rares, 
appelées également tumeurs mésenchymateuses, qui apparaissent à partir des tissus mous situés 
dans n’importe quelle partie du corps. Les tissus mous relient, soutiennent et entourent les 
organes du corps humain. Ces tumeurs sont très hétérogènes car elles peuvent se développer à 
partir des tissus de soutien qu’ils soient conjonctifs, vasculaires, musculaires, nerveux ou 
adipeux. Le RMS a été décrit pour la première fois en 1854 par Weber : à l’heure actuelle c’est 
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le sarcome des tissus mous le plus courant chez les enfants (6% de l’ensemble des cancers 
pédiatriques) avec une incidence d’une centaine de cas par an en France. Néanmoins, comme 
tous les cancers de l’enfant, c’est une maladie rare. Il y a deux pics d’incidence : entre 2 et 5 
ans et entre 15 et 19 ans avec une prédominance chez les garçons148.  Le RMS se développe à 
partir du tissu musculaire squelettique normal : il peut donc se développer dans n’importe quelle 
partie du corps humain. Cependant, il y a des localisations plus fréquentes au niveau de la tête 
et du cou (40%), de l’appareil génito-urinaire (25%) et des membres (20%). La plupart des 
enfants atteints de RMS n’ont pas de facteur de risque connu pour développer un cancer. 
Cependant, un faible pourcentage de cas a été associé à des troubles génétiques connus tels 
que : 
!! le syndrome de Li-Fraumeni qui est associé à une mutation du gène p53 entraînant un 
risque accru de développer simultanément plusieurs cancers (tissus mous, seins, os, 
peau, cerveau, sang…)149,150. 
!! La neurofibromatose de type 1 qui affecte le développement et la croissance des cellules 
nerveuses151. 
!! Le syndrome de Beckwith-Widemann qui a un effet dès la deuxième moitié de 
grossesse : la croissance du fœtus est excessive avec une hypertrophie des organes152. 
!! Le syndrome de Costello qui est dû à une mutation du proto-oncogène HAS qui est 
impliqué dans le contrôle de la croissance et de la division cellulaire entraînant un risque 
accru de développer un cancer. Ce syndrome entraîne un retard de croissance (petite 
taille, déficit intellectuel), une flexibilité des articulations, une dysmorphie faciale et 
une atteinte cardiaque et neurologique153. 
 
2.2!Les origines de la tumeur 
 
2.2.1! Caractéristiques histologiques 
 
 Histologiquement, les RMS ont été classés en deux sous-types histologiques 
majeurs154,155 :  
!! le RMS embryonnaire (60 à 70% des cas) qui touche généralement les enfants avant 
l’âge de 5 ans et qui apparaît préférentiellement au niveau de la région de la tête et du 
cou et de l’appareil génito-urinaire, 
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!! le RMS alvéolaire (20 à 30% des cas) qui touche les enfants plus âgés et qui apparaît 
dans la région des membres et la région du périnée. 
Il existe d’autres variantes, toutes considérées comme des sous-groupes du RMS embryonnaire, 
comprenant le sous-type botryoïde, le sous-type à cellules fusiformes et le sous-type 
pléomorphe, que l’on trouve principalement chez les adultes. Les RMS botryoïdes apparaissent 
sous la muqueuse des orifices corporels tandis que les RMS à cellules fusiformes sont le plus 
souvent observés dans la région para-testiculaire. Les patients atteints d’un RMS embryonnaire 
ont généralement un pronostic favorable alors que les patients atteints d’un RMS alvéolaire ont 
un pronostic défavorable avec un taux de survie à 5 ans inférieur à 50%156.  
 
2.2.2! Caractéristiques moléculaires 
 
•! Les RMS alvéolaires 
 Près de 80% des RMS alvéolaires sont associés à une translocation chromosomique 
entraînant un gène de fusion entre PAX3 (chromosome 1) ou PAX7 (chromosome 2) et 
FOXO1a (chromosome 13) provenant respectivement de la translocation chromosomique 
suivante : t(1;13)(q35;q14) et t(2;13)(p36;q14). La fusion des gènes schématisée dans la figure 
10 montre que la région du point de rupture est la même pour PAX3 et PAX7. Pour FOXO1a, 
le point de rupture a lieu au niveau du domaine de liaison à l’ADN. La protéine de fusion est 
composée en N-terminal des deux domaines de liaison à l’ADN de PAX3 ou PAX7 (PB et HB) 
et en C-terminal du domaine de transactivation de FOXO1a. Par l’intermédiaire des domaines 
de PAX3, la protéine de fusion peut se lier à plus d’un millier de sites du génome, 
principalement des régions promotrices entraînant l’activation de plusieurs centaines de gènes. 
Il semblerait que ces gènes contribuent au développement tumoral en influant sur le contrôle 
de la croissance, de l’apoptose, de la différenciation et de la motilité des cellules cancéreuses157. 
En effet, PAX3 et PAX7 sont des facteurs de transcription qui ont un rôle dans la différenciation 
des cellules satellites musculaires en myoblastes158,159. Le rôle physiologique de FOXO1a est 
l’induction d’une réponse adéquate aux changements environnementaux pour maintenir 
l’homéostasie : pour cela FOXO1a induit la transcription de gènes qui affectent différents 
processus cellulaires comme le cycle cellulaire, la survie cellulaire et le métabolisme160. 
Environ 60 à 70% des RMS alvéolaires présentent le gène de fusion PAX3-FOXO1a alors que 
seulement 20% ont le gène de fusion PAX7-FOXO1a. La recherche de ce gène de fusion est 
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très importante pour le pronostic, en effet les RMS alvéolaires avec PAX3-FOXO1a sont 
nettement plus agressifs qu’avec PAX7-FOXO1a.  
 
 
 
Figure 10 : Schéma de la translocation chromosomique dans les RMS alvéolaires155 
 
•! Les RMS embryonnaires 
 Aucune translocation chromosomique n’est détectée dans les RMS embryonnaires. 
Cependant, une perte d’hétérozygotie est typiquement observée sur le chromosome 11 au 
niveau du locus 15 correspondant au gène codant pour l’IGF-II. Dans des conditions normales, 
une seule copie du gène est active tandis que l’autre est dite silencieuse. Dans le cas d’un RMS 
embryonnaire, une modification chimique de la structure de l’ADN, dans ce cas précis une 
méthylation va avoir lieu, entraînant l’activation de la copie du gène de l’IGF-II qui est 
normalement silencieuse. De plus, cette méthylation va permettre l’inactivation du gène voisin 
appelé H19 : ce gène est dans des conditions normales un suppresseur de croissance. La 
méthylation va donc entraîner l’activation de la copie silencieuse du gène IGF-II et 
l’inactivation du gène H19. Par conséquent, les deux copies de l’IGF-II sont actives entraînant 
une surexpression du facteur de croissance IGF-II et par conséquent un signal constant de 
prolifération qui ne sera plus régulé par H19 ce qui permettra le développement tumoral (Figure 
11)161,162. 
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PB : domaine “paired-box” de liaison à l’ADN
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DF : domaine “Forkhead” de liaison à l’ADN
DTA: domaine de transactivation
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Figure 11 : Schéma de la perte d’hétérozygotie dans les RMS embryonnaires 
 
2.2.3! Origine cellulaire 
 
Comme nous l’avons décrit précédemment, les RMS sont des tumeurs du muscle strié 
squelettique. Ce muscle est constitué de fibres musculaires qui sont des cellules plurinucléées 
de forme polygonale dont les noyaux se situent en périphérie de la cellule. Chaque fibre est 
délimitée par une membrane (sarcolemme) et contient dans son cytoplasme (sarcoplasme) des 
myofibrilles qui permettent la contraction musculaire. Les myofibrilles ont une structure 
filamentaire régulière (myofilaments) qui donne l’aspect strié en microscopie. Lors de 
l’embryogenèse, des cellules non différenciées mononucléées appelées myoblastes vont 
fusionner pour former une fibre musculaire. Les myoblastes vont tout d’abord fusionner pour 
former un myotube où les noyaux seront en position centrale. Lorsque le myotube se différencie 
en fibre musculaire, les noyaux se déplacent vers la périphérie de la fibre appelée cellule 
musculaire (Figure 12). 
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Bien que l’origine exacte du RMS ne soit encore pas totalement connue, il est suggéré 
que les cellules cancéreuses dérivent de cellules souches mésenchymateuses ou de cellules 
satellites musculaires163. En effet, de récentes études ont mis en évidence l’hétérogénéité des 
RMS suggérant qu’ils pourraient provenir d’origines diverses autres que musculaire comme les 
cellules souches mésenchymateuses. Ces cellules souches sont retrouvées dans de nombreux 
tissus et ont la capacité de circuler entre les organes offrant ainsi une possibilité d’apparition de 
RMS dans les tissus non musculaires ce qui pourrait expliquer l’hétérogénéité des RMS164. 
 
 Dans l’embryon, les cellules mésodermiques génèrent des cellules myogéniques 
capables de se différencier pour produire les fibres musculaires squelettiques par l’action de 
facteurs de transcription myogéniques tels que PAX3 et PAX7. Cependant, une partie de ces 
cellules échappe à la différenciation musculaire et forme une population unique de cellules 
satellites qui agissent dans l’organisme comme des précurseurs myogéniques afin de maintenir 
la croissance musculaire si nécessaire. Par exemple, au cours d’une lésion musculaire, les 
cellules satellites, qui normalement sont quiescentes, vont s’activer pour se différencier et 
fusionner avec les myofibrilles déjà existantes via un processus hautement régulé impliquant 
 43 
des facteurs myogéniques exprimés de manière séquentielle165. Selon différentes études, 
l’apparition d’un RMS est due à une perturbation de la croissance et de la différenciation des 
précurseurs myogéniques166,167 (Figure 13).  
 
 
 
Figure 13 : Voies des facteurs myogéniques dans la tumorogenèse du RMS168,169  
 
 De plus, une analyse du transcriptome des cellules cancéreuses de RMS comparée à 
celui des cellules saines musculaires adultes et fœtales a été réalisée. Cette analyse a permis de 
démontrer un haut degré de similarité des profils d’expression entre les cellules de RMS et les 
cellules fœtales prouvant la nature myogénique indifférenciée des cellules cancéreuses. Plus 
précisément, les gènes exclusivement surexprimés dans le RMS (comme FGR4, NOTCH2, 
UBEC2, UHFR1 et YWHAB) contribuent à l’incapacité des cellules de mener à bien un 
développement normal du muscle et donc de progresser vers la tumorogenèse170. Le schéma 
d’expression des facteurs myogéniques régulant la différenciation myogénique a été étudié de 
manière approfondie dans les RMS. Tous ces facteurs sont activés au début ou pendant le 
processus de différenciation et sont ensuite inactivés pour achever la différenciation musculaire. 
Cependant, ces facteurs sont dérégulés dans le cas de RMS et restent activés en continu171,172.   
 
2.3!Symptômes et diagnostic 
 
 Un RMS est souvent indolore sauf en cas de métastases osseuses ou si la tumeur 
comprime la vessie. Les signes cliniques vont dépendre de la localisation de la tumeur173 :  
!! les tumeurs touchant l’orbite vont entraîner une déviation de l’œil, 
!! les tumeurs qui touchent les sinus vont entraîner une sinusite chronique, 
!! les tumeurs de la vessie se manifestent par une rétention urinaire, 
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!! pour les autres localisations, la tumeur est visible car elle forme une masse isolée. 
Cependant si le RMS est d’emblée diffus, l’état général de l’enfant s’aggrave très rapidement 
(fièvre, anémie, problème de coagulation, douleurs osseuses).  
 
 Le diagnostic d’un RMS se fait après un examen clinique du médecin et des examens 
d’imagerie. Les examens d’imagerie (échographie, scanner, IRM, scintigraphie osseuse) sont 
indispensables car ils permettent de préciser la localisation de la tumeur et ses rapports 
anatomiques avec les organes environnants, ainsi que de rechercher une atteinte ganglionnaire 
et des métastases. De manière systématique, une biopsie est réalisée pour permettre un examen 
histologique afin de confirmer la malignité de la tumeur ainsi que le type de RMS 
(embryonnaire ou alvéolaire)174 : 
!! les cellules cancéreuses d’un RMS seront positives au marquage de la myogénine175, 
!! un RMS embryonnaire présente des cellules fusiformes en faible densité, 
! un RMS alvéolaire présente des cellules plus petites, rondes et regroupées en amas 
séparées par des septa fibreux. Ces cellules ont l’aspect des cellules alvéolaires des 
poumons d’où le nom de RMS alvéolaire (Figure 14).  
 
 
  
Figure 14 : Coupes histologiques des RMS principaux176 
 
 La mise en évidence de la translocation chromosomique t(2,13) est également 
recherchée pour confirmer un RMS alvéolaire177. De plus, les antécédents familiaux de l’enfant 
sont analysés afin de rechercher certains troubles génétiques décrits précédemment (syndrome 
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de Li-Fraumeni, de Beckwith-Wiedemann, de Costello, de Noonan, neurofibromatose de type 
1). 
 
2.4!Classification des rhabdomyosarcomes 
 
Les RMS n’évolueront pas de la même manière suivant leur localisation, leurs 
caractéristiques histologiques, leur taille, l’absence ou la présence de métastases et l’âge du 
patient au moment du diagnostic. Ces facteurs sont appelés pronostiques car ils permettent 
d’évaluer les probabilités de guérison. Les médecins utilisent deux types de terminologie pour 
décrire ces facteurs : le stade et le groupe clinique.  
 
2.4.1! Les stades 
 
 Les stades dépendent de trois facteurs178 : 
!! la partie du corps dans laquelle la tumeur initiale s’est formée. La localisation est classée 
comme étant favorable (orbite, paupière, région tête et cou sauf région proches des 
méninges, appareil génito-urinaire sauf la vessie et la prostate) ou défavorable (vessie, 
prostate, zone paraméningée, membres, tronc, partie arrière de l’abdomen), 
!! la taille de la tumeur initiale symbolisée par les lettres a (< 5 cm) ou b (> 5 cm), 
!! l’atteinte ganglionnaire, 
!! la présence ou absence de métastases. 
Les stades sont répertoriés selon la classification TNM qui est un système international proposé 
par le chirurgien français Pierre Denoix en 1940179. Les trois lettres font référence à la 
propagation de la tumeur sur le site initial (T), dans les ganglions lymphatiques (N) et à distance 
pour la formation de métastases (M). Chaque lettre est associée à un coefficient : 
!! T0 (tumeur initiale localisée) à T4 (tumeur étendue aux tissus environnants). Ces 
coefficients dépendent du volume de la tumeur calculé selon le diamètre de la tumeur 
et la fixation aux organes voisins, 
!! N0 (les ganglions ne sont pas atteints), N1 (les ganglions sont atteints) ou NX (pas de 
données sur les ganglions), 
!! M0 (absence de métastases) ou M1 (présence de métastases), 
Le tableau 5 répertorie le système de classification pour les RMS. 
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Stade Localisation Statut T Taille Etat des ganglions Métastases 
1 Favorable T1 ou T2 a et b N0, N1 ou NX M0 
2 Défavorable T1 ou T2 a N0 ou N1 M0 
3 Défavorable T1 ou T2 
a N1 
M0 
b N0, N1 ou NX 
4 Tous les sites T1 ou T2 a et b N0 ou N1 M1 
 
Tableau 5 : Système de classification du stade pour les patients atteints de RMS180 
 
2.4.2! Les groupes 
 
Quatre études cliniques, appelées « Intergroup Rhabdomyosarcoma Study » (IRS), sur 
des patients atteints de RMS réalisées entre 1972 et 1997 ont permis de catégoriser les RMS en 
groupes cliniques basés sur la qualité de la résection chirurgicale initiale181,182,183. En effet, après 
les examens d’imagerie lors du diagnostic, le chirurgien peut décider de réséquer totalement la 
tumeur. Après cette chirurgie initiale, les patients sont classés selon les groupes cliniques 
présentés dans le tableau 6. 
 
Groupe Incidence Définition 
I 13% Tumeur localisée avec résection complète et pas d’atteinte 
ganglionnaire 
II 20% Tumeur localisée, cellules tumorales résiduelles après résection :  
(a) pas d’atteinte ganglionnaire locale 
(b) ganglions positifs réséqués localement 
(c) ganglions positifs réséqués localement mais atteinte d’un 
ganglion éloigné de la tumeur 
III 49% Tumeur localisée, tumeur résiduelle après résection, ganglions 
atteints localement 
IV 18% Pas de résection et présence de métastases 
 
Tableau 6 : Système de classification des groupes cliniques de patients atteints de RMS 
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2.4.3! Modes de propagation 
 
 Les RMS peuvent se propager localement, de manière régionale ou à distance : 
!! localement, la tumeur va infiltrer les tissus environnants, 
!! de manière régionale, la tumeur va atteindre les ganglions qui drainent la zone de la 
tumeur initiale, ceci est observé pour des RMS qui se sont développés au niveau des 
membres et de la zone para-testiculaire, 
!! à distance, les cellules cancéreuses vont pouvoir se détacher de la tumeur initiale, et être 
disséminées par les vaisseaux sanguins pour atteindre une autre partie du corps et former 
des métastases. Les organes les plus courants sont les poumons, les os et la moelle 
osseuse184. 
 
2.4.4! Groupes de risque 
 
 Quand le diagnostic est posé (imagerie, biopsie, histologie, classe et groupe connus), il 
est possible de déterminer un pronostic et de classer les patients dans quatre groupes à risque. 
Ce classement est réalisé en fonction du stade, du groupe, du type histologique (embryonnaire 
ou alvéolaire), de la présence ou de non de métastases et de l’âge du patient. Ces informations 
sont très importantes pour déterminer la curabilité du RMS et adapter au mieux le traitement. 
Les groupes ont été organisés suivant les études cliniques IRS185–189 : 
!! Risque standard, sous-groupe A : ces patients ont un taux de survie de 85% après un 
traitement de chimiothérapie peu intensif. 
!! Risque standard, sous-groupe B : ces patients ont un taux de survie de 80% après un 
traitement de chimiothérapie combinant trois médicaments et généralement de la 
radiothérapie. 
!! Risque intermédiaire : ce groupe représente la majorité des patients qui ont un taux de 
survie de seulement 50% après une chimiothérapie combinant trois médicaments et de 
la radiothérapie. 
!! Risque élevé : ce groupe représente les patients atteints de RMS alvéolaire et 
embryonnaire métastatiques. Ces patients reçoivent une chimiothérapie très agressive, 
de la radiothérapie et de la chirurgie mais le taux de guérison est de seulement 20%. Les 
enfants de moins d’un an atteint d’un RMS embryonnaire métastatique ont un taux de 
survie inférieur à 20%.  
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Le tableau 7 résume la classification des RMS.  
 
Risque Stade Groupe Localisation Taille Histologie Métastases Ganglions 
Standard 
Sous-groupe 
A 
1 I Favorable a ou b Embryonnaire M0 
N0, N1 
ou NX 
1 II Favorable a ou b Embryonnaire M0 
N0 ou 
NX 
1 III 
Seulement 
l’orbite 
a ou b Embryonnaire M0 
N0 ou 
NX 
2 I Défavorable a Embryonnaire M0 
N0 ou 
NX 
Standard 
Sous-groupe 
B 
1 II Favorable a ou b Embryonnaire M0 N1 
1 III 
Seulement 
l’orbite 
a ou b Embryonnaire M0 N1 
1 III 
Favorable 
(sauf orbite) 
a ou b Embryonnaire M0 
N0, N1 
ou NX 
2 II Défavorable a Embryonnaire M0 
N0 ou 
NX 
3 I ou II Défavorable a Embryonnaire M0 N1 
3 I ou II Défavorable a Embryonnaire M0 
N0, N1 
ou NX 
Intermédiaire 
2 III Défavorable a Embryonnaire M0 
N0 ou 
NX 
3 III Défavorable a Embryonnaire M0 N1 
3 III Défavorable a ou b Embryonnaire M0 
N0, N1 
ou NX 
1, 2 
ou 3 
I, II ou 
III 
Favorable ou 
défavorable 
a ou b Alvéolaire M0 
N0, N1 
ou NX 
4 IV 
Favorable ou 
défavorable 
b Embryonnaire M1 
N0, N1 
ou NX 
Elevé 
4 IV 
Favorable ou 
défavorable 
a ou b Embryonnaire M1 
N0, N1 
ou NX 
4 IV 
Favorable ou 
défavorable 
a ou b Alvéolaire M1 
N0, N1 
ou NX 
 
Tableau 7 : Résumé de la classification des RMS178 
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2.5!Les traitements actuels 
 
La planification du traitement des patients atteints de RMS est une démarche 
pluridisciplinaire décidée en Réunion de Concertation Pluridisplicinaire (RCP). Les 
professionnels de santé vont se baser sur les examens radiologiques et histologiques pour 
adapter au mieux le traitement à administrer. Ils prennent en considération : la localisation, le 
type, le stade, et le groupe de risque. Les traitements actuels sont la chimiothérapie, la 
radiothérapie et la chirurgie.  
 
2.5.1! La chirurgie initiale 
 
 Le protocole de traitement commence toujours par une chirurgie initiale :  
!! si la tumeur est petite, bien localisée, accessible et sans conséquence pour les organes 
environnants, le chirurgien peut procéder à une résection complète. Ce cas est toutefois 
très rare. 
!! dans les autres cas, la chirurgie initiale est réalisée pour faire une biopsie et réséquer au 
maximum la tumeur.  
A partir de cette biopsie et des analyses histologiques et génétiques, les médecins peuvent 
adapter le protocole de traitement.  
 
2.5.2! La chimiothérapie 
 
 La chimiothérapie peut être administrée pour190 : 
!! détruire les cellules cancéreuses résiduelles après la chirurgie initiale afin de réduire le 
risque de réapparition du cancer (chimiothérapie adjuvante), 
!! réduire la taille de la tumeur pour faciliter une chirurgie ou une radiothérapie 
(chimiothérapie néoadjuvante), 
!! soulager la douleur et contrôler les symptômes d’un RMS de stade avancé 
(chimiothérapie palliative).  
La chimiothérapie consiste en l’administration de médicaments en intraveineux. Selon le stade 
et le groupe de risque, les agents anticancéreux peuvent être administrés en combinaison. La 
plupart des patients reçoivent la chimiothérapie pour une durée de six à douze mois. Les 
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médicaments les plus courants sont : vincristine, ifosfamide, actinomycine D et doxorubicine. 
L’association ifosfamide, vincristine et actinomycine (IVA) est la plus souvent utilisée178,184,190. 
 
2.5.3! La radiothérapie 
 
Tous les patients atteints de RMS alvéolaire, et une partie des patients classés dans les 
groupes II et III sont traités par radiothérapie après avoir reçu une chimiothérapie174. La 
radiothérapie est généralement mise en place après quatre à cinq cycles de chimiothérapie 
(environ douze semaines)191. Ce traitement est risqué car les tissus en développement chez 
l’enfant vont être également irradiés causant des effets secondaires irréversibles.  
 
2.5.4! La chirurgie retardée 
 
Après les cycles de chimiothérapie, certains patients peuvent subir une chirurgie 
retardée si la tumeur est réduite de manière significative. Ce traitement peut permettre d’éviter 
ou de réduire les doses de radiothérapie. La chirurgie retardée, tout comme une résection 
complète pendant une chirurgie initiale, dépend de la localisation de la tumeur192.  
 
2.5.5! Les effets des traitements 
 
 Les différentes études cliniques IRS ont permis d’évaluer sur plus de trois mille patients 
les effets des traitements administrés. Ces études ont permis une augmentation de la survie à 
cinq ans de 25% à 40%. Cependant, il reste des disparités entre les patients selon le stade 
clinique et le type histologique de RMS189,193 :  
!! Selon le stade clinique : au stade 1 les patients ont un taux de survie de 80%, alors qu’il 
est de 66% et 60% respectivement pour les stades 2 et 3. Les patients à un stade 4 n’ont 
que 20% de taux de survie à 5 ans.  
!! Selon le type histologique : le taux de survie pour les patients atteints d’un RMS 
embryonnaire est de 78% alors qu’il n’est que de 38% pour les patients atteints de RMS 
alvéolaire. 
 
 De plus, le traitement d’un RMS est particulier car il touche des enfants en plein 
développement. La thérapie doit être adaptée afin de minimiser le développement de 
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complications à court et long terme. Cependant, les traitements actuels entraînent de nombreux 
effets secondaires pendant la thérapie (perte de cheveux, vomissements, inflammation de la 
bouche et des intestins, aplasie…)8 mais aussi sur du long terme. En effet, il est possible qu’une 
tumeur maligne secondaire se développe suite aux traitements : des cas de leucémies et 
d’ostéosarcomes ont été décrits dans la littérature194. De plus, les patients atteints de RMS au 
niveau de la vessie ou de la prostate peuvent avoir des complications suite à la chirurgie ou à la 
radiothérapie, cinq à quinze ans après le diagnostic (perte de fonction, cystite hémorragique, 
déficience hormonale)195. La chimiothérapie peut également causer des effets secondaires sur 
le long terme, par exemple l’ifosfamide qui fait partie de la combinaison d’agents anti-
cancéreux utilisés habituellement cause très souvent des dommages rénaux, plus 
particulièrement chez les jeunes enfants de moins de trois ans196.  Les traitements actuels 
doivent donc être améliorés pour permettre un meilleur taux de survie pour les cancers les plus 
agressifs et diminuer les effets secondaires graves engendrés pendant et après le traitement. 
 
2.6!A la recherche de nouveaux traitements 
 
 Sans thérapie ciblée, le taux de survie des patients ne s’améliore pas, en particulier pour 
les patients à haut risque avec un mauvais pronostic197. De plus, les options de traitement sont 
limitées pour les stades avancés de RMS dues à la résistance des cellules cancéreuses aux 
chimiothérapies entraînant une réduction de l’efficacité thérapeutique198. Certaines études ont 
identifié des cibles thérapeutiques potentielles associées aux deux types de RMS qui sont des 
voies moléculaires spécifiques et plus particulièrement des kinases qui sont impliquées dans la 
croissance et la progression du cancer199. En effet, il a été démontré que certains récepteurs 
tyrosine kinase (RTK) sont surexprimés dans les RMS tels que les récepteurs de l’IGF-I, MET, 
EGFR, HER2, FGFR qui sont des récepteurs dont les voies de signalisation sont impliquées 
dans la prolifération, la différenciation et la migration cellulaire200–203. De plus, FGFR4 et le 
récepteur de l’IGF-I sont des cibles directes du gène de fusion PAX3-FOXO1a impliqué dans 
la tumorogenèse des RMS alvéolaires204. Cependant, cibler un seul de ces récepteurs ne semble 
pas être une stratégie optimale parce que les voies de signalisation sont beaucoup trop 
complexes : bloquer une seule voie ne suffit pas à tuer les cellules cancéreuses202. Il a alors été 
proposé de combiner plusieurs thérapies ciblées :  
!! L’association d’un inhibiteur du récepteur de l’IGF-I et du HER2 est significativement 
plus efficace comparée aux drogues seules in vitro et in vivo202.  
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!! L’association d’un anticorps monoclonal contre le récepteur de l’IGF-I et de la 
rapamycine induit une diminution significative de la progression de la tumeur in vivo202. 
Ces résultats sont prometteurs mais des études supplémentaires sont nécessaires pour 
approfondir la compréhension de ces cibles potentielles. 
 
 Dans ce manuscrit, nous proposons une autre cible thérapeutique pour le traitement des 
RMS dont nous étudierons le potentiel thérapeutique. 
!  
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Chapitre 5 : La maladie de Pompe 
 
1.! Généralités 
 
 La maladie de Pompe également connue sous le nom de glycogénose de type 2 ou déficit 
en maltase acide est causée par un défaut de l’enzyme alpha-glucosidase acide (GAA). Cette 
enzyme permet de dégrader le glycogène en glucose dans les lysosomes. Une déficience de 
l’enzyme entraîne une accumulation du glycogène dans les lysosomes au sein de différents 
tissus et plus particulièrement dans les muscles cardiaque, respiratoires et squelettiques 
responsable d’une myopathie progressive et mortelle205. La maladie de Pompe a été découverte 
en 1932 par le pathologiste néerlandais Johannes Cassianus Pompe qui a décrit la maladie pour 
la première fois chez un nourrisson de sept mois qui souffrait de faiblesse musculaire et qui 
décéda d’une cardiomyopathie sévère. De plus, les tissus examinés ont montré une 
accumulation massive de glycogène206. Mais ce n’est qu’en 1963 que le biochimiste belge 
Henri-Gery Hers démontra que la GAA était localisée dans le lysosome et que c’était la seule 
enzyme responsable de la dégradation du glycogène en glucose, c’est pourquoi la maladie a été 
caractérisée de maladie de surcharge lysosomale. De plus, il observa que l’enzyme était absente 
des lysosomes chez les patients atteints de la maladie de Pompe. Il a également fait l’hypothèse 
que certaines maladies encore inconnues pouvaient être expliquées par l’absence d’autres 
enzymes lysosomales207. Grâce à ses découvertes, le concept de maladie lysosomale a été établi 
et depuis une cinquantaine de maladies ont été répertoriées. 
 
2.! Étiologie et épidémiologie 
 
 La maladie de Pompe est une maladie génétique causée par une mutation du gène codant 
pour la GAA localisé sur le chromosome 17q25. Les deux copies du gène doivent contenir une 
mutation pour que la maladie se manifeste : c’est donc une maladie à transmission autosomique 
récessive208. A l’heure actuelle, plusieurs centaines de mutations ont été dénombrées à partir du 
clonage du gène209,210 et approximativement 400 mutations ont été répertoriées comme étant 
pathogéniques211. Plusieurs mutations sont couramment retrouvées chez certaines origines 
ethniques : c.32-13T>G est la mutation la plus connue chez les caucasiens, c.1935C>A est 
fréquente dans la population taïwanaise, c.del525, del exon18 et Arg309 sont communes aux 
Pays-Bas, c.2650C>T est la mutation la plus fréquente chez les afro-américains et enfin 
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c.2238G>C est retrouvée plus particulièrement chez les chinois. Ces mutations entraînent une 
perte totale de l’activité de la GAA205. D’un point de vue épidémiologique, la maladie de 
Pompe, comme toutes les maladies lysosomales, est une maladie rare. La prévalence est estimée 
entre 1/140000 et 1/250000. En février 2019, le registre français de la maladie de Pompe 
recensait 212 patients212. 
 
3.! Caractéristiques physiopathologiques 
 
 La maladie de Pompe peut se déclarer à tout âge et les signes cliniques sont hétérogènes 
et plus ou moins sévères. Cependant, la communauté scientifique a récemment adopté une 
nomenclature internationale pour décrire trois formes caractéristiques de la maladie213 : la forme 
infantile classique, la forme juvénile et la forme adulte. Les formes juvénile et adulte peuvent 
être associées et sont nommées formes tardives.  
 
 Les variations pathologiques des fibres musculaires squelettiques sont identiques dans 
les différentes formes cliniques de la maladie. En effet, l’analyse en microscopie électronique 
de myocytes a montré une évolution hiérarchisée de la structure des fibres musculaires (Figure 
15)214 : 
!! Stade 1 : Les cellules au stade précoce de la maladie contiennent des lysosomes remplis 
de glycogène dans des myofibrilles intactes. Les cellules ont un aspect vacuolaire.  
!! Stade 2 : Le glycogène continue de s’accumuler entraînant une augmentation de la taille 
des lysosomes. Il a été observé que le glycogène pouvait s’échapper des lysosomes et 
ainsi se répandre dans le cytoplasme. Les myofibrilles commencent à être atteintes et à 
se fragmenter. 
!! Stade 3 : Les cellules contiennent de nombreux lysosomes saturés en glycogène. Les 
membranes lysosomales se rompent et le glycogène s’accumule dans le cytoplasme 
causant des dommages irréversibles aux éléments contractiles de la cellule. La structure 
des mitochondries est anormale et les myofibrilles se fragmentent totalement.  
!! Stade 4 : La majorité du glycogène est dans le cytoplasme entraînant une perturbation 
des éléments contractiles dans la cellule. Il n’y a plus de structure myofibrillaire. 
!! Stade 5 : La taille des cellules augmente fortement due à l’afflux d’eau qui entraîne une 
dissolution ou une dilution du glycogène. 
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De plus, une étude a montré que le glycogène s’accumule dans les muscles striés mais il peut 
également s’accumuler dans les muscles lisses, les nerfs et le système nerveux central215.  
 
 
 
Figure 15 : Evolution de la maladie de Pompe, du stade 1 à 5 observée par TEM dans 
une fibre musculaire214  
 
 Une autre caractéristique de la maladie de Pompe est l’autophagie. C’est un processus 
qui permet la dégradation d’une partie des composants cytoplasmiques (protéines, organites 
cellulaires…) par les lysosomes216. Des études ont démontré que les patients avaient d’une part 
une augmentation du nombre de lysosomes et d’autre part une accumulation de vacuoles 
autophagiques, appelées autophagosomes, ce qui confirme une défaillance autophagique chez 
les patients atteints de la maladie de Pompe. La défaillance autophagique participe à l’atrophie 
musculaire tout comme l’accumulation de glycogène217,218. Dans les biopsies musculaires, il a 
STADE 1
STADE 2
STADE 3
STADE 4
STADE 5
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été également observé une surexpression des phosphatases acides présentes dans les lysosomes. 
Ce niveaux élevé d’expression est une caractéristique de la maladie de Pompe qui peut être 
utilisée comme alternative pour le diagnostic lorsque les biopsies musculaires ne présentent pas 
de signes spécifiques de la maladie219. 
 
4.! Symptômes et diagnostic 
 
4.1!Les symptômes 
 
 La maladie de Pompe peut toucher aussi bien les enfants que les adultes. Cependant, la 
progression de la maladie dépend principalement de la nature de la mutation qui déterminera le 
niveau d’activité résiduelle de la GAA et par conséquent les manifestations cliniques220. La 
maladie de Pompe est classée en différentes formes cliniques selon l’âge des patients (Tableau 
8)221–224. 
 
•! La forme infantile 
 C’est la forme la plus sévère car l’activité résiduelle de la GAA est inférieure à 1%. Elle 
apparaît chez le nourrisson avant l’âge de six mois et les premiers symptômes apparaissent 
généralement vers 1 ou 2 mois. Cette forme est caractérisée par : 
!! Des troubles moteurs qui se manifestent par une diminution du tonus musculaire 
(hypotonie). 
!! Une atteinte respiratoire caractérisée par une faiblesse des muscles respiratoires 
(diaphragme) entraînant une toux et une insuffisance respiratoire. 
!! Une atteinte cardiaque causée par un dysfonctionnement du muscle du cœur. La sévérité 
de la forme infantile est due à cette cardiomyopathie : ce dysfonctionnement progresse 
rapidement entraînant une insuffisance cardiaque ainsi que d’autres anomalies comme 
des arythmies avec un risque de mort subite. Dans les premiers stades de la maladie, les 
nourrissons ont une cardiomyopathie hypertrophique avec ou sans obstruction de 
l’orifice de sortie du ventricule gauche et dans les derniers stades de la maladie, les 
nourrissons ont une cardiomyopathie dilatée caractérisée par la dilation des ventricules 
et une faiblesse de contraction musculaire.  
!! D’autres manifestations cliniques ont été répertoriées comme l’atteinte des muscles de 
la bouche et de la gorge qui empêchent le nourrisson de se nourrir correctement et la 
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macroglossie (augmentation du volume de la langue). Une hépatomégalie légère 
(hypertrophie du foie) est souvent observée. 
Une autre variante de la forme infantile peut être diagnostiquée. Il s’agit de la forme infantile 
non classique qui peut apparaître dans la première année du nourrisson. Les symptômes sont 
les mêmes que pour la forme infantile mais le cœur est moins touché : l’hypertrophie du coeur 
est moins importante et l’obstruction ventriculaire n’est pas observée ce qui permet de 
conserver une fonction cardiaque normale.  
 
 Les patients vont être mis sous assistance respiratoire très rapidement car ils souffriront 
d’une faiblesse musculaire sévère causée par les insuffisances cardiaque et respiratoire. 
Cependant, les patients atteints de la forme infantile non classique vont survivre au-delà de la 
première année contrairement aux patients atteints de la forme infantile classique.  
 
•! La forme tardive juvénile 
 La forme tardive juvénile se déclare avant l’âge de vingt ans. Cette forme se caractérise 
par une faiblesse musculaire, des troubles de la marche et une atteinte respiratoire. Le cœur 
n’est généralement pas touché. Plus précisément, cette forme est caractérisée par :  
!! Des troubles moteurs des muscles qui relient les membres au tronc. La maladie va 
d’abord toucher les muscles des hanches et du bassin ce qui va entraîner des difficultés 
pour marcher. Les muscles qui maintiennent la colonne vertébrale sont également 
touchés. Il peut aussi y avoir une atteinte des muscles de la gorge et de la langue causant 
des problèmes pour s’alimenter et parler. 
!! Une atteinte respiratoire qui apparaît après les troubles moteurs. 
!! L’atteinte cardiaque est très faible et peut se traiter.  
!! D’autres manifestations cliniques comme l’hépatomégalie et la macroglossie peuvent 
être présentes.  
 
•! La forme tardive adulte 
 Elle se déclare généralement autour des trente-quarante ans. Elle est caractérisée par : 
!! Des troubles moteurs qui touchent les muscles des membres inférieurs entraînant des 
difficultés pour marcher. 
!! Une atteinte respiratoire qui cause une difficulté à respirer, des maux de têtes et des 
somnolences. Les patients ont une toux moins efficace, les sécrétions ne peuvent pas 
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être bien expulsées entraînant des infections respiratoires fréquentes. L’atteinte 
respiratoire conduit généralement à une insuffisance respiratoire grave qui est la 
première cause de décès.  
 
 Forme infantile 
Forme infantile non 
classique 
Forme tardive 
Activité GAA < 1% < 1% 
Juvénile : 1 à 10% 
Adulte : 2 à 40% 
Apparition des 
symptômes 
1 à 2 mois 1 an 
Enfance ou 
adolescence (forme 
juvénile), 30-40 ans 
(forme adulte) 
Progression Rapide Modérée Lente 
Cardiomyopathie Sévère Modérée Rare 
Myopathie 
squelettique 
Sévère Modérée Progressif 
Décès 
Avant l’âge d’un an dû 
à une insuffisance 
cardio-respiratoire 
Petite enfance dû à une 
insuffisance 
respiratoire 
Décès dû à une 
insuffisance 
respiratoire 
 
Tableau 8 : Les différentes formes de la maladie de Pompe 
 
4.2!Diagnostic 
 
Le diagnostic de la maladie de Pompe présente des difficultés en raison de la rareté et 
de la nature non spécifique des manifestations cliniques de la maladie225. Un algorithme de 
diagnostic a été mis en place et se base sur les principales manifestations cliniques de la 
maladie226. Les figures 16 et 17 présentent les algorithmes pour les formes infantile et tardives.  
!  
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Figure 16 : Algorithme de diagnostic chez les patients atteints de la forme infantile226 
 
 
Figure 17 : Algorithme de diagnostic pour les patients atteints des formes tardives226 
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 D’après les algorithmes cités précédemment, le diagnostic est basé sur des tests 
biologiques et histologiques pour la maladie de Pompe.  
 
•! L’activité de la GAA 
 Le diagnostic est confirmé par l’absence quasi-totale (forme infantile) ou nettement 
réduite (formes tardives) de l’activité de la GAA. La mesure de l’activité de la GAA est réalisée 
par dosage de l’activité enzymatique sur substrat synthétique (4-méthylumbelliféryl-α-D-
glucopyranoside) ou naturel (glycogène) sur des échantillons de patients. Les premiers tests 
étaient effectués sur des fibroblastes cutanés prélevés par biopsie. Les fibroblastes étaient 
ensuite mis en culture jusqu’à confluence pour faire le dosage enzymatique. Cependant, il faut 
attendre un délai de six semaines pour avoir les résultats ce qui peut constituer de graves risques 
pour les patients atteints de la forme infantile dont la progression de la maladie est très rapide. 
Les tests pouvaient également être réalisés à partir de biopsies musculaires permettant d’obtenir 
des résultats de dosage immédiat ; cependant ce type de biopsie est très invasif pour les patients 
notamment pour les nourrissons et les jeunes enfants227,228. Ces tests ont donc été remplacés par 
des tests sanguins pour un diagnostic plus rapide, moins coûteux et surtout moins invasif229.  
 
•! Les biopsies musculaires 
 Les biopsies sont réalisées sur les patients atteints des formes tardives afin d’évaluer la 
santé du muscle. Les biopsies permettent d’évaluer l’histologie de la maladie : l’emplacement 
et la quantité de glycogène (présence de vacuoles), la présence d’autophagosomes et la 
surexpression de phosphatases acides. Les vacuoles sont observables par immunohistochimie 
(Figure 18E, I et M) et en microscopie électronique (Figure18G, K et Q). L’accumulation de 
glycogène est observable par la coloration à l’acide périodique de Schiff : on observe des 
vacuoles positives à la coloration démontrant la présence de glycogène (Figure 18F, J et N) 
ainsi qu’une coloration positive des phosphatases acides (Figure 18H, L et P). Les résultats 
obtenus sur les biopsies musculaires sont différents selon la forme clinique de la maladie. La 
fréquence de vacuolisation des cellules résultant de l’accumulation de glycogène varie en 
fonction de la forme clinique : de 75% à 100% dans la forme infantile, supérieur à 50% dans la 
forme juvénile et de 10% à 50% dans la forme tardive adulte230,231. Cependant, cette technique 
est risquée pour les nourrissons et les jeunes enfants et l’accumulation de glycogène varie en 
fonction du site de la biopsie ce qui peut engendrer des faux négatifs225.  
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Figure 18 : Biopsies musculaires de patients atteints de la maladie de Pompe231–233 
 
•! Les tests génétiques 
 Bien que le dosage enzymatique soit le test de choix pour les patients atteints de la 
maladie de Pompe, l’analyse des mutations est un outil fiable pour la confirmation du 
diagnostic. Il est particulièrement utile dans l’identification des porteurs lorsqu’une mutation 
familiale est connue : ceci est très important pour un diagnostic prénatal. Ce test est effectué à 
partir d’ADN génomique isolé du sang ou des fibroblastes cutanés234,235. 
 
•! Quantification de l’expression de la GAA 
 La quantification de l’expression de la GAA permet de déterminer le 
statut « CrossReactive Immunological Material » (CRIM). Ce statut est un important prédicteur 
de la réponse clinique234,235. Les patients CRIM-négatifs sont incapables de synthétiser une 
GAA native en raison de la présence de mutations délétères sur le gène GAA. Environ 20% des 
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patients atteints de la forme infantile sont CRIM-négatifs. Le système immunitaire de ces 
patients reconnaît la GAA comme étant du non-soi ce qui engendre une réaction immunitaire 
croisée. Au contraire, les patients CRIM-positifs peuvent produire une quantité résiduelle de 
GAA native qu’elle soit fonctionnelle ou non, ce qui prévient la réaction immunitaire. Les 
patients CRIM-négatifs vont donc déclencher une forte réponse immunitaire contre l’enzyme 
recombinante administrée pour l’enzymothérapie substitutive réduisant ainsi l’efficacité 
thérapeutique. De même, certains patients CRIM-positifs développent une forte réaction 
immunitaire après le traitement : ces patients sont appelés CRIM-positifs à haut titrage (HTCP).  
Les patients CRIM-négatifs et HTCP ont un pronostic négatif et ont aucune chance de guérison. 
La détermination du statut CRIM est donc très importante pour la mise en place des traitements : 
les patients CRIM-négatifs et HTCP devront subir une thérapie immunomodulatrice dans le but 
de répondre à l’enzymothérapie236,237.  
 
 Pour compléter le diagnostic, il est possible d’effectuer d’autres tests, cependant ils sont 
non spécifiques de la maladie de Pompe : 
 
•! La concentration sérique en créatine kinase (CK) : 
 Les patients atteints des formes infantile et juvénile ont une concentration sérique en 
CK très élevée : 2000 UI.L-1 (concentration normale en CK entre 60 et 305 UI.L-1) alors que 
chez les patients atteints de la forme adulte le taux peut être normal238. Ce test est très sensible 
mais il est non spécifique de la maladie de Pompe. En effet, un taux anormalement élevé de CK 
peut être trouvé dans d’autres pathologies telles que la sclérose latérale amyotrophique238, des 
tumeurs musculaires239, etc.  
 
•! La concentration urinaire en glucose tétrasaccharide (Glc4) 
 Les patients atteints de la maladie de Pompe ont une concentration élevée de Glc4 dans 
les urines. Ce test est très sensible mais cette augmentation est également observée dans d’autres 
maladie de stockage du glycogène239. 
 
5.! Les traitements actuels 
 
 A l’heure actuelle, un seul traitement est approuvé par les autorités de santé pour le 
traitement de la maladie de Pompe. C’est un traitement de remplacement de l’enzyme ou 
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enzymothérapie substitutive. Pour compléter ce traitement, les médecins ont recours à des 
traitements symptomatiques qui consistent à soulager au mieux les manifestations de la 
maladie.  
 
5.1!Les traitements symptomatiques192,240 
 
 Ces traitements sont administrés pour toutes les formes de la maladie. Cependant, la 
sévérité étant liée à l’âge d’apparition, les conditions de prise en charge sont adaptées à l’âge 
du patient.  
 
•! L’atteinte cardiaque : 
 La base du traitement est le suivi constant du cœur avec plusieurs examens (radiographie 
du thorax, électrocardiogramme, échocardiographie) qui permettent d’adapter régulièrement le 
traitement symptomatique par rapport à l’évolution du volume du cœur et des anomalies 
rythmiques. Le traitement administré est propre à chaque patient car l’utilisation de 
médicaments standards peut être contre-indiquée suivant l’âge du patient et le stade de la 
maladie.  
 
•! L’atteinte respiratoire :  
 Dans un premier temps, des séances de kinésithérapie sont mises en place pour éliminer 
les sécrétions bronchiques qui aggravent l’insuffisance respiratoire. Selon l’évolution de la 
maladie, les patients peuvent être mis sous assistance respiratoire non invasive qui consiste à 
insuffler mécaniquement de l’air dans les poumons à l’aide d’un masque. Lorsque l’insuffisance 
respiratoire devient sévère, le patient doit être placé sous assistance respiratoire continue et 
lorsque l’assistance n’est plus suffisante, une trachéotomie peut être effectuée. 
 
•! La gestion des troubles musculo-squelettiques : 
 Les patients suivent des séances de kinésithérapie et de physiothérapie. Ces séances 
permettent aux nourrissons d’atteindre des étapes de développement normal telles que la 
capacité à s’asseoir, les passages entre différentes positions, le contrôle du port de tête, etc. Pour 
les patients plus âgés, le but est de garder une bonne amplitude des mouvements et d’éviter le 
blocage des articulations. Des appareils peuvent être mis en place comme des coques moulées 
en plastique pour les nourrissons qui ne tiennent pas assis ou le port d’un corset pour maintenir 
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le tronc. Chez les enfants, la kinésithérapie est très importante pour éviter toute déformation du 
squelette (scoliose). A terme, si la maladie s’aggrave, les patients auront besoin d’un fauteuil 
roulant pour se déplacer.  
 
•! Prise en charge de la nutrition : 
 Les nourrissons sont les plus touchés par ces problèmes de nutrition, ils ont besoin d’une 
assistance (sonde nasogastrique ou gastrostomie) dès les premiers mois de leur vie. Il est 
également important de dégager le pharynx des sécrétions nasales et buccales par des séances 
de kinésithérapie pour permettre aux patients de se nourrir normalement.  
 
•! Prévention des infections : 
 Une majorité des patients auront au cours de leur maladie une insuffisance respiratoire 
et seront par conséquent sensibles aux infections pulmonaires. Ces infections peuvent être 
traitées par des antibiotiques.  
 
•! Prévention de l’ostéoporose : 
 Les patients ont un suivi régulier pour leur équilibre, leur capacité de marche et la 
minéralisation de leurs os. Si une déminéralisation est observée, le patient doit prendre des 
compléments de calcium et de la vitamine D. 
 
5.2!Traitement médicamenteux : l’enzymothérapie substitutive 
 
L’enzymothérapie substitutive consiste à administrer une enzyme recombinante aux 
patients pour pallier au défaut d’une enzyme endogène causée par une maladie lysosomale124. 
A ce jour, le seul traitement spécifique pour la maladie de Pompe approuvé par les autorités 
compétentes européennes et américaines depuis mars 2006 est un traitement d’enzymothérapie 
substitutive commercialisé par Sanofi-Genzyme sous le nom de Myozyme® en Europe et 
Lumizyme® aux Etats-Unis. La Myozyme® est une Alpha Glucosidase Acide recombinante 
humaine (rhGAA) produite chez une lignée cellulaire d’ovaires de cochon d’Inde (CHO). La 
composition de Myozyme® est répertoriée dans le tableau 9. La posologie recommandée est de 
20 mg/kg, administrée une fois toutes les deux semaines en perfusion intraveineuse, elle doit 
être réalisée dans un hôpital.  
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Composés Quantité 
rhGAA 52,5 mg 
Mannitol 210 mg 
Polysorbate 80 0,5 mg 
Phosphate de sodium dibasique heptahydraté 9,9 mg 
Phosphate de sodium monobasique monohydraté 31,5 mg 
 
Tableau 9 : Composition de Myozyme®241 
 
 L’évaluation de l’efficacité thérapeutique de Myozyme® a été montrée à partir de trois 
essais cliniques qui ont été comparés à une étude épidémiologique basée sur les dossiers 
médicaux des patients qui n’avaient reçu aucun traitement. L’efficacité thérapeutique a d’abord 
été étudiée sur des patients atteints de la forme infantile : deux essais cliniques AGLU01602 et 
AGLU01702 ont été réalisés respectivement sur 18 patients âgés de 6 mois et 21 patients âgés 
de 6 mois à 3,5 ans. Les patients ont reçu 20 ou 40 mg/kg toutes les deux semaines pendant 52 
semaines en perfusion intraveineuse. Les résultats n’étaient pas différents entre les deux 
posologies, seule la dose de 20 mg/kg a été retenue pour l’autorisation de mise sur le marché 
(AMM). Ces études ont montré l’efficacité thérapeutique de Myozyme®242,243 : 
!! le taux de survie était significativement augmenté, les patients ont survécu au-delà de 
18 mois, 
!! la cardiomyopathie a régressé avec une diminution de 58% de la masse ventriculaire 
gauche, 
!! la fonction motrice a été améliorée avec une acquisition de la marche à un âge normal 
pour certains patients, 
!! les fonctions respiratoires ont été significativement améliorées chez certains patients 
qui n’ont plus eu besoin d’assistance respiratoire,  
!! pour les patients plus âgés l’effet thérapeutique est conservé. 
 
 Pour les patients CRIM-négatifs, différents protocoles ont été étudiés pour éviter une 
réponse immunitaire élevée suite à l’administration de Myozyme®. Le plus courant est 
l’association de rituximab et méthotrexate avec ou sans gamma globulines. De plus, l’addition 
de bortezomib aux précédents immunomodulateurs s’est montrée efficace pour moduler la forte 
réponse immunitaire244. 
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 Un essai clinique sur les formes tardives a également été réalisé (AGLU02804). Les 
patients étaient âgés de plus de 8 ans et ont reçu 20 mg/kg toutes les deux semaines pendant 78 
semaines. Soixante patients ont reçu le traitement alors que 30 patients ont reçu un placebo. Sur 
ces formes cliniques de la maladie, Myozyme® permet une amélioration modeste de la marche 
et de la fonction respiratoire. De plus, une grande variabilité dans la réponse au traitement a été 
observée et l’état de santé de certains patients a continué à s’aggraver245. D’autres études ont 
complété cet essai clinique. Elles ont permis le suivi de 438 patients pendant 3 à 48 mois. Les 
principales conclusions de cette étude sont les suivantes246,247 : 
!! le taux de mortalité est cinq fois plus faible chez les patients traités que chez les patients 
qui ont reçu le placebo, 
!! la fonction respiratoire s’est améliorée au cours des premiers mois de traitement mais 
est revenue progressivement au niveau de base pour diminuer légèrement après 2 à 3 
ans de traitement, 
!! la fonction motrice a été améliorée au cours des 20 premiers mois de traitement puis a 
stagné. 
 
6.! A la recherche d’un nouveau traitement 
 
 La Haute Autorité de Santé (HAS) a reconnu que Myozyme® apportait une 
amélioration « importante » du service médical rendu dans la forme infantile car le traitement 
est très efficace sur la cardiomyopathie qui est le symptôme le plus sévère. Suite aux essais 
cliniques sur les formes tardives, la HAS a considéré une amélioration « modérée » du service 
médical rendu. De plus, au vu des résultats chez la forme adulte, la HAS confirme le progrès 
thérapeutique mineur du fait de son efficacité limitée. En effet, la réponse des muscles 
squelettiques chez les adultes est variable et moins importante comparée à d’autres maladies 
lysosomales traitées par enzymothérapie substitutive245. L’efficacité de l’enzymothérapie 
substitutive dépend du nombre de M6P que contient l’enzyme recombinante ainsi que du niveau 
d’expression du RM6P-CI dans les tissus cibles. La limite d’efficacité de l’enzymothérapie 
substitutive au niveau des muscles squelettiques a été attribuée au faible nombre de M6P sur 
Myozyme® ainsi qu’à la faible expression de RM6P-CI à la surface des cellules musculaires 
squelettiques248. Il est donc indispensable de développer un traitement plus efficace sur les 
formes tardives. Pour cela, plusieurs industries pharmaceutiques ont essayé de développer une 
nouvelle enzymothérapie substitutive. 
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•! Sanofi-Genzyme : 
 Genzyme a mis au point une rhGAA de nouvelle génération, appelée néo-GAA, sur 
laquelle des ligands oligosaccharidiques synthétiques portant des résidus M6P mono- et 
biphosphorylés ont été greffés dans le but de mieux cibler les muscles. Les résultats précliniques 
montrent une meilleure efficacité (2,5 à 5 fois plus élevée) chez les souris jeunes mais presque 
aucune amélioration sur les souris âgées de plus de 10 mois248. La phase clinique 1/2 réalisée 
sur des patients préalablement traités avec Myozyme® ne présente pas d’augmentation de la 
mobilité, seule une légère amélioration de la fonction respiratoire a été observée. Cependant, 
une phase 3 qui durera trois ans a été initiée en 2017 sur 86 patients âgés de plus de trois ans248.  
 
•! Biomarin : 
 Biomarin a développé une enzyme recombinante fusionnée à l’IGF-II (BMN-701) qui 
est un des ligands naturels du RM6P-CI ce qui permettrait d’améliorer le ciblage du récepteur. 
Les études précliniques sur des souris modèle de la maladie de Pompe ont montré que BMN-
701 était significativement plus efficace que rhGAA pour éliminer le glycogène dans de 
nombreux tissus musculaires squelettiques. De plus, après douze semaines de traitement à 20 
mg/kg, BMN-701 améliore la fonction respiratoire249. La société Biomarin a annoncé en 2016 
les résultats préliminaires de l’essai clinique de phase II : sur 24 participants, 6 patients ont 
interrompu le traitement avant la fin de l’essai dont 2 pour des effets indésirables graves. Chez 
les 18 participants restants, les critères d’évaluation étaient légèrement améliorés mais sans être 
significatifs après 6 mois de traitement250. Au vu de ces résultats décevants, Biomarin a annoncé 
l’interruption de l’essai clinique.  
 
•! Amicus 
 Amicus a développé une protéine chaperonne (AT2200) dans le but de stabiliser 
Myozyme®. L’essai clinique de phase II a été réalisé sur 25 patients âgés de 18 à 25 ans. 
AT2200 a permis d’augmenter l’activité de Myozyme® dans le sang ainsi que dans les tissus 
musculaires. En parallèle, Amicus développe également une nouvelle enzyme recombinante 
qui comporte plus de M6P à sa surface afin de mieux cibler le RM6P-CI dans le but d’être 
mieux adressée aux lysosomes. Des études précliniques sur des souris modèles de la maladie 
de Pompe ont montré que l’association de cette nouvelle enzyme recombinante avec AT2200 
était plus efficace que Myozyme® pour diminuer le glycogène dans les muscles251. Un essai 
clinique de phase I/II est en cours sur des patients âgés de 18 à 65 ans. Les résultats 
 68 
intermédiaires après 9 mois de suivi ont montré une diminution du glycogène dans les muscles. 
De plus, une tendance à l’amélioration de la marche et de la fonction respiratoire semble 
ressortir. Cependant, il faut confirmer cette tendance sur une période plus longue252.  
 
 Le ciblage du RM6P-CI est donc un point crucial pour augmenter l’efficacité 
thérapeutique de l’enzymothérapie substitutive. Dans ce manuscrit, nous étudierons le potentiel 
des AMFA greffés sur Myozyme® dans le but d’améliorer le ciblage lysosomal via le RM6P-
CI et ainsi améliorer l’efficacité thérapeutique de l’enzyme recombinante.  
!
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Partie 1 : Nanoparticules multifonctionnelles pour le traitement des 
cancers 
 
Dans cette première partie consacrée à un des axes de ma thèse, l’étude de 
nanoparticules multifonctionnelles pour la thérapie photothermique et la délivrance de drogue 
est décrite et illustrée par trois articles scientifiques dont je suis co-auteur. Ces travaux ont été 
menés en collaboration avec les équipes du Dr Yannick Guari, du Dr Jean-Olivier Durand et du 
Dr Peter Hesemann de l’Institut Charles Gerhardt de Montpellier.  
 
Chapitre 1 : Nanoparticules de bleu de Prusse pour le traitement par 
hyperthermie et l’imagerie médicale des cancers 
 
1.! Les nanoparticules de bleu de Prusse (PB) 
 
 Le bleu de Prusse est un pigment bleu foncé découvert en 1706 utilisé pour deux 
applications principales : la peinture et la médecine. En médecine, il a été approuvé par les 
autorités de santé en 2016 et est connu sous le nom de Radiogardase®. Il est utilisé pour 
prévenir ou traiter les contaminations radioactives au thallium et au césium radioactifs ou non. 
Il joue un rôle de chélateur pour empêcher le passage des radionucléides dans le sang et ainsi 
réduire leur temps de demi-vie253. Les PB sont des nanoobjets inorganiques composés d’ions 
de métal de transition ou de lanthanides assemblés par des ponts cyano (Figure 19)254–256.  
 
 
 
Figure 19 : Schéma d’une nanoparticule de bleu de Prusse257 
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 Ces PB ont un potentiel pour les applications biomédicales dues à leurs caractéristiques 
intrinsèques comme la flexibilité de leur structure, la composition variable, les propriétés 
physico-chimiques, la porosité, la grande stabilité et la biocompatibilité258. Pour ces raisons, les 
PB sont utilisées couramment en biologie comme agent de contraste pour différents types 
d’imagerie (IRM259,260, scintigraphie261, imagerie photoacoustique262), comme nanovecteurs 
pour la délivrance de drogue263,264 ou comme agent thérapeutique265. Le plus récent 
développement de PB à des fins thérapeutiques est lié à son remarquable potentiel pour la 
thérapie photothermique des cancers266,267.  
 
2.! La thérapie photothermique (PTT) 
 
 Le principe de base de la PTT est l’augmentation localisée de la température des cellules 
cancéreuses afin de provoquer la mort cellulaire. Le concept d’utilisation de la chaleur pour 
traiter le cancer date de la fin du XIXème siècle : à cette époque il n’y avait pas d’essais 
cliniques encadrés comme aujourd’hui mais de nombreux rapports de médecins et scientifiques 
ont décrit la guérison de patients après un traitement d’hyperthermie sur des tumeurs 
superficielles268. L’hyperthermie peut également être utilisée pour administrer plus rapidement 
des agents anti-cancéreux en augmentant le débit sanguin ou en radiothérapie en sensibilisant 
les cellules cancéreuses au rayonnement car elles sont plus sensibles aux rayons que les cellules 
saines269. Des études ont démontré que des températures allant de 41 à 47°C peuvent rompre 
les membranaires cellulaires en dénaturant les protéines ce qui déclenche un mécanisme 
d’apoptose alors que des températures supérieures à 50°C engendrent un phénomène de 
nécrose270,271. Divers protocoles ont été mis en place mettant en jeu des lasers, des micro-ondes, 
des fréquences radio et des ultrasons mais ces techniques ne permettent pas d’obtenir une 
homogénéité de la température au sein de la tumeur et entraînent la destruction des tissus sains 
environnants272. Afin de mieux cibler les cellules cancéreuses, il a été proposé d’utiliser des 
agents photothermiques qui pourraient s’accumuler dans la tumeur et être irradiés par la suite 
avec un laser257,273–275. Cette technique a été nommée thérapie photothermique car les agents 
photothermiques convertissent la lumière en chaleur. La société MagForce basée en Allemagne, 
fut la première à développer en clinique des nanoparticules d’oxyde de fer (NanoTherm®) pour 
réaliser la PTT afin de traiter les tumeurs du cerveau. Ce traitement a obtenu le marquage CE 
en 2011 pour le traitement du glioblastome multiforme au stade avancé. Aux Etats-Unis, la 
FDA a accordé une IDE (Investigational Device Exemption) en février 2018, pour conduire un 
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essai clinique pour traiter des patients atteints d’un cancer de la prostate avec un risque 
intermédiaire276. Ce traitement est cependant invasif car les nanoparticules doivent être injectées 
directement dans la tumeur276.  
 
3.! Description des travaux 
 
3.1!Publication n°1 : Multifunctional manganese-doped Prussian blue nanoparticles for 
two-photon Photothermal Therapy and Magnetic Resonance Imaging. 
 
•! Introduction : 
 Dans le cadre de cette thèse, nous avons travaillé sur des PB synthétisées par l’équipe 
de Yannick Guari afin d’être étudiées comme agent thérapeutique pour la PTT. En effet, les PB 
présentent une forte absorption dans le proche infrarouge due à la présence d’une bande de 
transfert de charge, comprise entre 650 et 900 nm, entre les métaux Fe2+ et Fe3+ qui composent 
la nanoparticule. Les PB ont donc un rendement photothermique élevé et sont stables même 
sous irradiation277,278. Récemment, des études in vitro et in vivo ont démontré que des PB dopées 
au manganèse ou au gadolinium étaient capables de convertir l’irradiation laser 
monophotonique en énergie thermique provoquant une élévation de la température et par 
conséquent la mort des cellules cancéreuses279–282. Les résultats de ces différentes études sont 
difficilement comparables car l’efficacité dépend de la concentration en nanoparticules, de leur 
densité optique et du temps d’irradiation. Il a également été démontré que les PB présentaient 
une efficacité supérieure aux molécules organiques utilisées conventionnellement en tant 
qu’agent photothermique283. Cependant, l’éradication des cellules tumorales sous excitation 
monophotonique est incomplète en raison de la répartition hétérogène de la chaleur dans les 
cellules cancéreuses et de la faible pénétration du laser dans les tissus. De plus, une 
concentration relativement élevée d’agents photothermiques est nécessaire pour ce type de 
traitement277,280,284. Pour pallier à ces problèmes, nous avons démontré pour la première fois que 
les PB pouvaient être des agents photothermiques efficaces sous irradiation biphotonique. La 
PTT biphotonique présente des avantages par rapport à une excitation monophotonique, car elle 
a une meilleure pénétration tissulaire, une meilleure résolution 3D ce qui permet une destruction 
ciblée, efficace et rapide des cellules cancéreuses en évitant les tissus sains environnants285.  
Ce travail est issu d’une collaboration étroite avec l’équipe du Dr Yannick Guari de l’Institut 
Charles Gerhardt de Montpellier, et le Dr Lamiaa Ali, post-doctorante dans notre équipe 
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« Glyco et nanovecteurs pour le ciblage thérapeutique » de l’Institut de Biomolécules Max 
Mousseron. Nous avons démontré sur des lignées cellulaires du cancer du sein que des PB 
dopées ou non avec des pourcentages différents de manganèse entraînaient une mort cellulaire 
drastique 24 h après une irradiation biphotonique à 808 nm (5% de puissance) pendant 10 mn.  
En effet, après internalisation des PB, l’irradiation entraîne l’oscillation des électrons des 
atomes qui composent la nanoparticule et lors du retour à l’état stable, il y a une production de 
chaleur causant la mort cellulaire (Figure 20)286. 
 
 
 
Figure 20 : Schéma du mécanisme de la thérapie photothermique in vitro 
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•! Conclusion : 
 Dans ce travail, nous avons décrit la synthèse de PB cubiques dopées ou non avec 
différentes quantités de manganèse et étudié ces PB comme agent photothermique efficace sous 
irradiation biphotonique. Les PB entraînent quasiment 100% de mort cellulaire 24 h après 
l’irradiation à des concentrations inférieures à celles rapportées dans la littérature pour une 
irradiation monophotonique. De plus, nous avons démontré la biocompatibilité des PB même à 
des concentrations élevées. L’efficacité thérapeutique de ces PB ainsi que les avantages d’une 
irradiation biphotonique constituent des éléments favorables pour l’utilisation de ce type de 
nanoparticules en PTT. De plus, du fait de leur intéressant temps de relaxation longitudinale 
grâce au manganèse, ces PB pourraient être utilisées en tant qu’agent de contraste. En effet, 
leur temps de relaxation est supérieur ou comparable à ceux de l’agent de contraste commercial 
Prohance®. Les PB dopées en manganèse présentent donc une remarquable efficacité 
thérapeutique et un potentiel en tant qu’agent de contraste offrant une voie de développement 
de ces PB comme nouveaux agents théranostiques.  
 
•! Perspective : 
 Ce travail devra être complété par la mesure de l’élévation de la température dans les 
cellules cancéreuses après une irradiation biphotonique. Pour cela, nous avons obtenu un 
contrat de l’Agence Nationale de la Recherche qui permettra entre autres de nous procurer une 
caméra thermique nécessaire à la mesure de la température. Certaines études ont déjà démontré 
l’efficacité thérapeutique par PTT avec une irradiation biphotonique de nanoparticules d’or qui 
sont connues pour avoir un excellent potentiel photothermique287–290. 
 
!  
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3.2!Publication n°2 : Implementing luminescence in Prussian blue nanoparticles : synthesis, 
properties and in vitro imaging. 
 
•! Introduction :  
 Dans la continuité du travail décrit précédemment, nous avons étudié le potentiel des 
PB en imagerie par fluorescence. Cette technique plus simple et moins coûteuse que celles 
citées précédemment (IRM, scintigraphie, imagerie photo-acoustique) bénéficie d’une 
sensibilité élevée285 et est indispensable pour exploiter pleinement les propriétés des PB afin de 
les visualiser pour étudier leur biodistribution et comprendre leur efficacité. Cependant, les 
études sur l’implémentation de la luminescence dans les PB sont peu nombreuses : nous 
pouvons citer les exemples de PB dopées au manganèse et fonctionnalisées à la surface avec de 
l’avidine285 ou un cœur de polypyrrole291 qui ont permis in vitro d’observer l’internalisation des 
PB dans les cellules. Par conséquent, de nouveaux exemples de PB luminescentes avec 
différentes gammes d’émissions sont nécessaires. Pour ce travail, l’équipe du Dr Yannick Guari 
et plus particulièrement, Mme Ekaterina Mamontova, doctorante, ont mis en évidence une 
stratégie originale visant à rendre luminescente des PB par une fonctionnalisation après la 
synthèse des nanoparticules par deux fluorophores différents, le 2-aminoanthracène (AA) et la 
Rhodamine B (RhB), afin de produire un système magnéto-luminescent permettant de suivre 
le devenir des nanoparticules dans les cellules cancéreuses. Cet article où je suis co-premier 
auteur fera l’objet d’une future soumission.   
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•! Conclusion : 
 Dans cette étude, nous avons démontré que les PB pouvaient être fonctionnalisées après 
leur synthèse par divers luminophores afin de suivre leur devenir dans les cellules cancéreuses. 
Dans un premier temps, les chimistes ont confirmé la forte interaction des luminophores avec 
les PB. En effet, après dialyse dans de l’eau pendant 24 h, aucune libération du 2-AA ou de la 
RhB n’a été détectée. Par conséquent, ces PB fonctionnalisées avec les luminophores peuvent 
être utilisées pour suivre le devenir des nanoparticules dans les cellules. J’ai donc par la suite 
réalisé des expériences in vitro sur des lignées cellulaires du cancer du sein. L’imagerie 
confocale sur cellules vivantes a montré que les nanoparticules étaient internalisées 
efficacement et s’accumulaient dans le cytoplasme après 20 h d’incubation. De plus, j’ai 
confirmé l’internalisation des PB fonctionnalisées par les cellules cancéreuses par microscopie 
électronique en transmission (TEM). Pour finir, j’ai quantifié par cytométrie en flux 
l’internalisation des PB fonctionnalisées avec la RhB à différents temps ce qui nous a permis 
de conclure que les cellules cancéreuses les internalisaient rapidement : dès 3 h d’incubation. 
Tous ces résultats permettent d’ouvrir des perspectives intéressantes pour l’utilisation de ces 
nanoparticules en imagerie.  
!  
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Chapitre 2 : Les nanoparticules pour la délivrance de drogue 
 
 Pour cette partie de travail de ma thèse, nous avons travaillé en étroite collaboration 
avec les équipes du Dr Jean-Oliver Durand et du Dr Peter Hesemann de l’Institut Charles 
Gerhardt de Montpellier.  
 
1.! Les nanoparticules organosiliciées 
 
 Ces nanoparticules sont synthétisées à partir de précurseurs organiques, d’agents 
directeurs de structure et en absence de silice. Des études récentes ont montré leur excellente 
biocompatibilité292. Les analogues poreux (PMO) de ce type de nanoparticules sont très 
couramment utilisés pour différentes applications telles que l’adsorption293, la catalyse294, la 
délivrance de drogue295 et la théranostique296. Le travail de Inagaki, Ozin et Stein en 1999, a 
décrit pour la première fois la synthèse des nanoparticules organosiliciées : ces matériaux sont 
obtenus grâce à des réactions d’hydrolyse et de polycondensation (réaction sol-gel)297–299. Une 
grande variété de matériaux a déjà été synthétisée à partir de différents précurseurs 
organosiliciés300. Contrairement aux nanoparticules de silice mésoporeuse (MSN), qui sont 
aussi couramment utilisées, les PMO sont des solides poreux c’est-à-dire qu’ils présentent des 
arrangements en trois dimensions d’atomes laissant apparaître dans leurs structures des pores 
répartis de manière périodique. Ces pores sont basés sur des groupes fonctionnels organiques 
liant de manière covalente les domaines siloxanes de formule chimique R2SiO où R est un 
groupe radical organique (Figure 21). 
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2.! Description des travaux 
 
Publication n°3 : « Organosilica nanoparticles for gemcitabine monophosphate delivery in 
cancer cells » 
 
•! Introduction : 
 Pour cette étude, deux types de nanoparticules ont été synthétisés par l’équipe du Dr 
Jean-Olivier Durand et du Dr Peter Hesemann, et plus particulièrement par le Dr Saher Rahamni 
et le Dr Roza Bouchal. Ces nanoparticules ont été développées pour la délivrance de 
drogue anti-cancéreuse, dans notre cas la gemcitabine monophosphate qui est utilisée 
notamment dans le traitement du cancer du sein. Les drogues hydrophiles ne peuvent pas être 
encapsulées dans des MSN sans la présence de bouchons qui bloquent les pores301,302. Par 
conséquent, nous avons décidé d’étudier l’encapsulation de la gemcitabine dans des 
nanoparticules organosiliciées. L’encapsulation de la gemcitabine monophosphate est difficile 
et peu de systèmes covalents comme la squalénisation (vésicules formées de gemcitabine 
monophosphate greffée sur des molécules de squalène), des formulations basées sur des liaisons 
de coordination avec des ions métalliques et des nanoparticules où la gemcitabine se lient à du 
calcium phosphate ont été décrits303–305.  
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Dans cette étude, nous proposons deux stratégies innovantes pour l’encapsulation et la 
libération de la gemcitabine monophosphate : 
!! l’utilisation de nanoparticules organosiliciées à base d’amine obtenues à partir du bis(3-
trimethoxysilylpropyl)-N-methylamine qui est composée de porphyrines (POR-NP) 
afin de pouvoir imager et localiser les nanoparticules dans les cellules, 
!! l’utilisation de nanoparticules organosiliciées à base d’ammonium, qui sont appelées 
nanoparticules ionosiliciées (INP) et qui sont obtenues à partir d’un précurseur 
d’ammonium trimethoxysilane.  
 
 J’ai étudié l’efficacité biologique de ces nanoparticules sur des lignées cellulaires du 
cancer du sein afin de démontrer leur potentiel thérapeutique en tant que véhicule de drogue 
anti-cancéreuse et leur potentiel d’imagerie. Les résultats ont été publiés dans un article dont je 
suis premier auteur dans le journal ChemNanoMat. Nous avons également été sélectionnés pour 
faire la couverture du journal. 
!  
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•! Conclusion : 
 Dans cet article, nous avons réalisé la synthèse de deux types de nanoparticules 
organosiliciées pour la délivrance de gemcitabine monophosphate. Les POR-NP à base d’amine 
ont permis d’encapsuler une quantité significative de gemcitabine monophosphate et la 
libération a été déclenchée à pH acide dans la cellule cancéreuse. A pH neutre aucune libération 
n’a été détectée. En effet, à pH 7,4 la drogue chargée négativement interagit fortement par le 
biais d’interactions électrostatiques avec les ammoniums constituant la structure de la 
nanoparticule, alors qu’un pH acide de 5,5 entraîne la protonation de la gemcitabine 
monophosphate induisant sa libération. De plus, ces nanoparticules dans lesquelles ont été 
incorporées des porphyrines sont très efficaces et ont permis de visualiser les nanoparticules 
dans le cytoplasme des cellules cancéreuses. Parallèlement, les INP chargées en FITC ont été 
internalisées efficacement par les cellules cancéreuses permettant la libération de la 
gemcitabine monophosphate par échange d’ions présents dans la cellule cancéreuse. 
L’efficacité d’internalisation des deux types de nanoparticules a conduit à environ 60% de mort 
cellulaire même à faible concentration (dès 10 µg.mL-1). Ces nanoparticules organosiliciées ont 
donc un potentiel pour des applications d’imagerie médicale et thérapeutique : ce sont donc de 
bons candidats pour des applications théranostiques.
 Partie 2 : Le ciblage thérapeutique du récepteur du mannose 6-
phosphate 
 
Chapitre 1 : Les analogues du mannose 6-phosphate pour le ciblage du 
RM6P-CI membranaire 
 
1.! Les travaux antérieurs entrepris au sein du laboratoire 
 
 La finalité de ma thèse est de développer un ciblage thérapeutique innovant basé sur le 
ciblage du RM6P-CI pour deux applications thérapeutiques : le traitement du cancer et plus 
particulièrement le RMS et le traitement de la maladie de Pompe. Nous avons vu précédemment 
que le signal M6P (ligand naturel du RM6P-CI) est un élément clé dans de nombreux processus 
biologiques ainsi que dans le ciblage de molécules bioactives vers les lysosomes. Cependant, 
la stabilité du M6P est un facteur limitant car il est sensible aux phosphatases présentes dans le 
sérum mais également celles présentes dans tous les organes entraînant une déphosphorylation : 
le M6P ne peut plus être reconnu par le RM6P-CI. Afin d’éviter cette déphosphorylation, les 
équipes du Professeur Alain Morère et du Docteur Marcel Garcia ont développé des analogues 
du M6P où le phosphate est remplacé par un phosphonate, un carboxylate ou un malonate. Ces 
analogues, appelés AMFA (Analogue du Mannose 6-phosphate Fonctionnalisé sur 
l’Aglycone), ont été brevetés puis l’entreprise NanoMedSyn a acquis une licence exclusive 
d’exploitation. Dans un premier temps, l’équipe a dû prendre en compte les différents éléments 
structuraux du M6P qui sont indispensables ou qui peuvent être modifiés pour ne pas altérer le 
phénomène de reconnaissance par le récepteur (Figure 22)306 : 
!! L’hydroxyle en position 2 du saccharide doit être obligatoirement en position axiale. En 
effet le glucose 6-phosphate dont l’hydroxyle est en position équatoriale ou le 2-desoxy-
glucose 6-phosphate ne présentent qu’une très faible affinité pour le RM6P-CI. 
!! L’hydroxyle en position anomère peut être modifié. Le fructose-1-phosphate qui ne 
présente pas l’hydroxyle en position anomère a une affinité comparable pour le RM6P-
CI démontrant que le groupement substituant la position anomère du M6P n’a pas 
d’influence sur la reconnaissance du récepteur. 
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Figure 22 : Elements structuraux importants du M6P pour la reconnaissance  
du RM6P-CI306 
 
 Dans un deuxième temps, le groupement phosphate a été remplacé par un phosphonate, 
carboxylate ou malonate ce qui a permis d’augmenter significativement la stabilité dans le 
sérum puisque ces groupements de remplacement sont insensibles aux phosphatases sériques. 
De plus les AMFA ont une affinité pour le RM6P-CI plus élevée ou comparable à celle du 
M6P307. Les AMFA sont aussi modifiés sur la position aglycone (fonction hydroxyle 
anomérique) où un bras est ajouté afin de limiter les encombrements stériques du vecteur sur 
lequel il est fonctionnalisé dans le site de liaison du RM6P-CI permettant une meilleure 
interaction entre l’AMFA et le récepteur.   
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Chapitre 2 : Ciblage thérapeutique du rhabdomyosarcome 
 
 Dans cette étude, des PMO ciblées pour la thérapie photodynamique et l’imagerie du 
rhabdomyosarcome ont été développées. Ce travail a été effectué en collaboration avec l’équipe 
du Dr Jean-Olivier Durand et plus particulièrement avec Mme Sofia Dominguez-Gil, 
doctorante à l’Institut Charles Gerhardt de Montpellier et Mr Christophe Nguyen, doctorant en 
cotutelle dans notre équipe « Glyco et nanovecteurs pour le ciblage thérapeutique » à l’Institut 
des Biomolécules Max Mousseron et celle du Dr Jean-Olivier Durand.  
 
1.! La thérapie photodynamique (PDT) 
 
1.1!Principe et mécanisme 
 
 La concept de la PDT est né au début du XXème siècle avec les travaux de Niels Finsen 
qui lui ont permis d’obtenir un prix Nobel de médecine en 1903308. Cependant, l’application 
clinique de la PDT pour le traitement des cancers est récente. La PDT a émergé comme une 
nouvelle alternative à la chimiothérapie et à la radiothérapie pour le traitement des cancers. 
Cette technique est basée sur l’association d’un photosensibilisateur (PS), de lumière et 
d’oxygène. Après avoir été administré, le PS s’accumule dans les cellules cancéreuses, puis la 
zone tumorale est irradiée avec une lumière à la longueur d’onde d’excitation spécifique du PS. 
Cette irradiation permet l’activation du PS et entraîne une cascade de réactions : 
(1)!le PS absorbe un photon qui le fait passer d’un état fondamental (S0) à un état excité 
(Sn), 
(2)!le PS va ensuite se retrouver dans un état singulet excité (S1) de plus basse énergie que 
Sn. Cet état est très court de l’ordre de 10-10 à 10-7 seconde, 
(3)!L’excès d’énergie S1 est restitué selon deux mécanismes : en émettant un photon par 
fluorescence ou en passant par un état intermédiaire appelé « état triplet » qui possède 
une durée de vie plus longue de l’ordre de 10-6 à 1 seconde. Le PS va alors revenir vers 
l’état fondamental S0 soit par phosphorescence soit en transférant l’excès d’énergie aux 
molécules du milieu. 
Il existe deux types de réactions conduisant à l’effet phototoxique du PS : les réactions d’oxydo-
réduction de type I qui permettent la production de radicaux libres toxiques ou les réactions de 
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type II qui impliquent un transfert d’énergie du PS vers l’oxygène du milieu produisant de 
l’oxygène singulet (Figure 23).  
 
 
 
Figure 23 : Diagramme de niveau d’énergie de Jablonski pour la thérapie 
photodynamique309 
 
 Généralement, les réactions de type II sont prépondérantes et concernent la plupart des 
PS utilisés en PDT309,310. L’oxygène singulet réagit avec de nombreuses molécules de la cellule, 
il est donc très toxique car il entraîne la production d’espèces réactives oxygénées, l’oxydation 
d’acides aminés, de bases nucléiques, des lipides membranaires insaturés ce qui engendre la 
destruction des organites et des membranes plasmiques induisant une mort cellulaire par 
nécrose seulement deux heures après le traitement311. De plus, l’oxygène singulet peut entraîner 
dans la mitochondrie le relargage du cytochrome C responsable de l’activation de l’apoptose : 
ce mécanisme de mort cellulaire est plus lent que la nécrose312. La PDT va également affecter 
la vascularisation tumorale par thrombose privant la tumeur d’oxygène (hypoxie) et de 
nutriments nécessaires à sa survie. Ces phénomènes vont enclencher une réponse inflammatoire 
et immunitaire contre les cellules cancéreuses et les métastases éventuelles313–316. 
 
1.2!Utilisation clinique 
 
La PDT est une thérapie ciblée qui se limite aux tumeurs solides, de petite taille et 
accessibles à l’irradiation lumineuse (tumeurs cutanées ou accessibles par voie endoscopique). 
Le PS est un élément clé de la PDT. Il est préférable qu’il absorbe la lumière dans le rouge ou 
le proche infrarouge avec un fort coefficient d’absorption molaire afin de pouvoir traiter les 
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tissus en profondeur et générer assez d’oxygène singulet et d’espèces réactives oxygénées pour 
être toxiques à la cellule cancéreuse316. Les lumières bleues sont à éviter car elles causent des 
dommages à l’ADN et elles sont moins pénétrantes dans les tissus317. Cependant, d’une manière 
générale, les PS sont des molécules très intéressantes car elles ne sont actives qu’après 
excitation lumineuse à une puissance et une longueur d’onde déterminées. Elles sont donc 
utilisées en tant qu’agents thérapeutiques dans le cadre de la PDT mais elles peuvent également 
servir à la détection et donc au diagnostic d’un cancer grâce à leur propriété de fluorescence 
précédemment décrite dans le diagramme de Jablonski. Ces molécules ont donc des propriétés 
théranostiques318. Malgré leur fort potentiel biomédical, seulement quelques PS sont approuvés 
par les autorités de santé ou sont en cours d’essais cliniques car ils doivent pouvoir dans l’idéal 
s’accumuler dans les tumeurs, ne pas engendrer de toxicité sans excitation lumineuse et être 
rapidement éliminés par les cellules saines319 (Tableau 10). 
 
Photosensibilisateur 
Famille 
chimique 
Longueur d’onde 
de traitement (nm) 
Cancer 
Photofrin® Porphyrine 630 Poumon, œsophage, vessie, 
cerveau, ovaire, canal biliaire 
Levelun® Précurseur de 
porphyrine 
635 Peau, vessie, cerveau, œsophage   
Metvix® Précurseur de 
porphyrine 
630 Peau 
Hexvix® Précurseur de 
porphyrine 
Lumière blanche Cellules basales 
Visudyne® Benzoporphyrine 690 Pancréas, sein 
Tookad® Porphyrine 762 Œsophage, prostate 
Foscan® Chlorine 652 Tête et cou, poumon, cerveau, canal 
biliaire, pancréas, peau, sein 
Laserphyrin® Chlorine 660 Foie, colon, cerveau, poumon, sein, 
peau 
Photochlor® Chlorine 665 Tête et cou, œsophage, poumon 
Purlytin® Chlorine 660 Peau, sein 
Amphinex® Chlorine 633 Cancers superficiels, colon 
Lutex® Texaphyrine 732 Sein 
 
Tableau 10 : Photosensibilisateurs utilisés en clinique dans le traitement du cancer320 
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1.3!Excitation biphotonique 
 
 Les PS cités précédemment ont comme inconvénient majeur d’être excités uniquement 
avec une irradiation monophotonique. Le challenge est de synthétiser des PS capables 
d’absorber deux photons. Ces PS sont photo-activables par de très brèves impulsions laser (de 
l’ordre de la femtoseconde) à moins haute puissance et dans le proche infra-rouge. La PDT 
biphotonique permet une pénétration plus profonde dans les tissus (jusqu’à 2 cm), une meilleure 
résolution 3D et une réduction des photo-dommages sur les tissus environnants de la tumeur 
car l’irradiation a lieu uniquement au point focal contrairement à l’irradiation monophotonique 
où l’irradiation se fait tout au long de la trajectoire du laser321,322. 
 
2.! Description des travaux 
 
•! Introduction : 
 L’objectif de cette étude était d’étudier le potentiel thérapeutique de PMO en PDT 
biphotonique pour le traitement ciblé du cancer. Le ciblage actif des cellules cancéreuses 
permet de cibler préférentiellement les cellules cancéreuses dans le but de réduire 
significativement les effets indésirables et d’augmenter l’efficacité thérapeutique. Le but étant 
de cibler un récepteur qui est surexprimé lorsque la cellule devient cancéreuse ce qui permet de 
discriminer les cellules cancéreuses des cellules saines. Cette étude s’est basée sur les travaux 
antérieurs de l’équipe qui ont permis de démontrer que le RM6P-CI était une bonne cible 
thérapeutique pour le cancer de la prostate. En effet, la surexpression du récepteur a été 
observée dans les tissus de patients atteints du cancer de la prostate alors qu’aucun tissu sain ne 
surexprimait le récepteur. Dans cette étude, le potentiel thérapeutique de MSN-AMFA a été 
démontré en PDT monophotonique et biphotonique139.  
 
 Dans le cadre de ma thèse, j’ai étudié le profil d’expression du RM6P-CI dans différents 
cancers. Pour ce faire, j’ai étudié le niveau d’expression du récepteur dans différentes lignées 
cellulaires cancéreuses par western blot et j’ai montré que les trois lignées cellulaires de RMS 
disponibles pour cette étude exprimaient un niveau très élevé de RM6P-CI. Cette expression a 
été comparée à des lignées cellulaires saines pour confirmer que la surexpression était observée 
uniquement dans les cellules cancéreuses. La preuve de concept de la PDT utilisant des PMO 
a été déjà réalisée auparavant sur d’autres types de cancers323–325 permettant d’envisager 
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l’utilisation de ces outils pour le traitement du RMS. Des PMO ont donc été synthétisées et 
fonctionnalisées par les AMFA par l’équipe du Dr Jean-Olivier Durand et plus particulièrement 
par Mme Sofia Dominguez-Gil et Mr Christophe Nguyen. Pour cette étude, nous avons décidé 
de fonctionnaliser un mannose 6-carboxylate avec un bras phényl squarate (M6C-PhSq) dont 
la synthèse a été décrite précédemment139. La première étape de fonctionnalisation est le 
greffage à la surface des PMO de PEG triethoxysilane permettant la furtivité de la nanoparticule 
et de l’aminoundecyltriethoxysilane pour avoir une fonction amine libre à la surface de la 
nanoparticule. Cette amine libre sert alors de base pour le greffage du M6C-PhSq (Figure 24). 
J’ai pu ensuite étudier le potentiel thérapeutique de ces PMO en PDT biphotonique sur les 
lignées cellulaires de RMS ainsi que sur des lignées de myoblastes sains correspondantes. Cette 
étude fait l’objet de la rédaction d’un article pour lequel je suis co-premier auteur. 
 
 
 
Figure 24 : Schéma de la fonctionnalisation de l’AMFA sur les PMO 
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•! Conclusion : 
 Dans cette étude, le RM6P-CI a été identifié dans les lignées cellulaires en tant que cible 
potentielle pour le traitement du RMS. Mes travaux ont permis de mettre en évidence la 
surexpression du récepteur dans les cellules de RMS : en effet, la quantification du niveau du 
RM6P-CI par Western blot indique un niveau d’expression sept fois plus élevé que dans les 
cellules saines correspondantes. Ceci suggère donc que la surexpression du RM6P-CI pourrait 
être un biomarqueur du développement du RMS et également une cible thérapeutique 
permettant de démontrer le potentiel des PMO-AMFA pour le traitement de cette maladie par 
la PDT biphotonique. Dans un premier temps, j’ai montré la biocompatibilité des PMO 
fonctionnalisées ou non sur les cellules cancéreuses ainsi que sur les cellules saines. Dans un 
deuxième temps, j’ai étudié le potentiel des PMO-AMFA pour cibler et traiter les cellules 
cancéreuses sous irradiation biphotonique. Les PMO non fonctionnalisées entraînent environ 
50% de mort cellulaire sur les cellules cancéreuses mais également sur les cellules saines. 
Cependant, les PMO-AMFA sont efficaces sur les cellules cancéreuses en induisant 94% de 
mort cellulaire mais n’ont pas d’effet significatif sur les cellules saines. Ce résultat démontre le 
ciblage spécifique des cellules cancéreuses de RMS par les PMO-AMFA. Pour aller plus loin, 
l’implication du RM6P-CI dans l’endocytose active des PMO-AMFA a été démontrée par 
inhibition compétitive de l’endocytose des nanoparticules en utilisant un excès de M6P. 
L’addition de M6P inhibe totalement la mort cellulaire suggérant que le M6P a bloqué 
l’endocytose active des PMO-AMFA via le RM6P-CI. Ce résultat a été confirmé par imagerie. 
Nous avons donc démontré que le RM6P-CI pouvait être considéré comme une nouvelle cible 
pour le traitement du RMS car nous avons observé une surexpression du récepteur dans 
différentes lignées cellulaires de RMS permettant de discriminer les cellules cancéreuses des 
cellules saines. De plus, le M6C-PhSq est un bon ligand pour le ciblage du RM6P-CI car les 
PMO-AMFA sont très efficaces sur les cellules cancéreuses et n’ont pas d’effet sur les cellules 
saines démontrant la spécificité du ciblage des cellules cancéreuses. La PDT biphotonique 
pourrait donc être considérée comme une nouvelle stratégie thérapeutique pour le RMS. 
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Chapitre 2 : Ciblage thérapeutique de la maladie de Pompe 
 
1.! Les travaux antérieurs de NanoMedSyn 
 
 Dans la maladie de Pompe, l’enzymothérapie substitutive actuelle (Myozyme®) basée 
sur l’utilisation d’une GAA humaine recombinante qui porte naturellement un signal M6P est 
efficace sur les cardiomyopathies dans la forme infantile mais elle a une efficacité limitée sur 
les muscles squelettiques dans les formes tardives246,326–328. Comme nous l’avons vu 
précédemment l’efficacité relative de Myozyme® est attribuée notamment à sa faible affinité 
pour le RM6P-CI. En effet, la GAA est naturellement délivrée aux lysosomes via le RM6P-CI 
après la liaison de deux M6P présents sur une même enzyme. Cependant, les lots de Myozyme® 
contiennent en moyenne un faible nombre de M6P (entre 0,9 et 1,2 moles de M6P par mole 
d’enzyme) et donc une faible quantité de chaînes glycosylées portant deux résidus M6P. Or, les 
oligosaccharides avec un seul résidu M6P ont une affinité pour le récepteur 1000 fois inférieure 
expliquant pourquoi Myozyme® ne cible pas efficacement le récepteur327,329,330. NanoMedSyn 
a donc proposé une alternative dont le but est de greffer des AMFA sur l’enzyme recombinante 
afin d’augmenter l’efficacité du ciblage et par conséquent augmenter l’efficacité thérapeutique 
de Myozyme®. Les étapes nécessaires de production de l’enzyme recombinante 
fonctionnalisée sont les suivantes : 
(1)!Synthèse des AMFA 
Les AMFA ont été décrits précédemment. Dans le cas de l’enzymothérapie substitutive, 
NanoMedSyn a décidé d’utiliser un AMFA dont le phosphate a été remplacé par un 
phosphonate car c’est l’analogue qui a la meilleure affinité pour le RM6P-CI (Figure 25A).  
 
(2)!Production de l’enzyme humaine recombinante 
La production de l’enzyme a été effectuée par l’équipe du Dr Martine Cérutti (UPS3044, Saint 
Christol lès Alès). L’enzyme a été produite en utilisant le système Baculovirus/cellules Sf9 
d’insecte. Ce système est déjà utilisé couramment pour la production de protéines 
thérapeutiques utilisées en clinique telles que Cervarix® (vaccin contre le cancer du col de 
l’utérus) ou Provenge® (vaccin contre le cancer de la prostate)331. Ce système d’expression 
génère des enzymes avec les chaînes d’oligosaccharides localisées sur la même position que les 
enzymes produites en système CHO comme la Myozyme®. Par contre, on note l’absence de 
résidus M6P et de chaînes d’oligosaccharides complexes qui sont remplacées par des chaînes 
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de mannose dans les cellules d’insecte332. Lorsque la production est terminée, l’enzyme est 
purifiée sur colonnes chromatographiques, concentrée et filtrée. L’enzyme recombinante ainsi 
obtenue est pure à plus de 95% avec un rendement de production de 30%. 
 
(3)!Greffage de l’AMFA sur l’enzyme humaine recombinante (Figure 25B) 
Tout d’abord, les chaînes d’oligomannoses de l’enzyme sont oxydées par une solution de méta-
periodate de sodium (NaIO4) afin d’obtenir des fonctions aldéhydes. Ces fonctions vont alors 
pouvoir réagir avec les résidus O-alkylamine de l’AMFA de manière covalente formant ainsi 
des fonctions oxymes qui sont très stables333. La concentration d’AMFA greffée est de 4 ± 1 
mole par mole d’enzyme ce qui est donc plus élevée que celle de M6P détectée sur Myozyme®.
 
 
Figure 25 : Synthèse (A) et fonctionnalisation (B) de l’AMFA sur l’enzyme 
recombinante334  
A
B
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 Le premier article publié par NanoMedSyn sur cette rhGAA-AMFA a permis de 
démontrer qu’elle était plus efficace que Myozyme® sur plusieurs critères : une meilleure 
internalisation dans les cultures primaires de fibroblastes de patients adultes de la maladie de 
Pompe, une meilleure réduction du taux de glycogène dans les quadriceps des souris modèles 
de la maladie de Pompe (âgées de 4,5 mois ou plus âgées (6,5 mois) qui sont mieux 
représentatives des formes tardives de la maladie)  et une amélioration de la structure des fibres 
musculaires. Ces résultats se traduisent par une amélioration de la marche évaluée par le test du 
rotarod334. Suite à ces résultats très prometteurs, NanoMedSyn a décidé d’évaluer sa stratégie 
de ciblage sur Myozyme® et a publié un article sur cette étude qui a permis de démontrer pour 
la première fois l’efficacité thérapeutique de l’enzymothérapie substitutive chez des souris très 
âgées (10-12 mois) modèles de la forme adulte de la maladie de Pompe. Myozyme®-AMFA 
(aussi appelée rhGAA-AMFA) diminue le taux de glycogène et améliore la structure des fibres 
musculaires. En effet, comme il a été décrit précédemment, les noyaux des cellules musculaires 
sont en périphérie de la cellule alors que dans les muscles chez les patients atteints de la maladie 
de Pompe les noyaux migrent vers le centre des cellules. Les coupes histologiques de 
quadriceps des souris Pompe ont montré que rhGAA est inefficace alors que rhGAA-AMFA a 
diminué de 50% le nombre de noyaux centraux démontrant la régénération musculaire chez les 
souris âgées. De plus, aucun anticorps anti-AMFA n’a été détecté dans le sérum des souris335.  
Ces deux articles démontrent que les AMFA permettent d’améliorer significativement 
l’efficacité thérapeutique de l’enzyme chez les souris modèles de la maladie de Pompe.  
 
 Pourquoi l’AMFA permet-il cette amélioration ? Les premières réponses sont que le 
taux d’AMFA greffé sur l’enzyme est bien meilleur que le taux de résidus M6P sur rhGAA, par 
conséquent les AMFA ont une meilleure affinité pour le récepteur que rhGAA : ceci a été vérifié 
par des tests d’affinité qui ont démontré que l’affinité pour le récepteur était six fois plus élevée 
pour rhGAA-AMFA comparée à celle de rhGAA335. De plus, nous savons que le phosphonate 
est insensible aux phosphatases : est-ce que l’efficacité thérapeutique est améliorée grâce à cette 
insensibilité ? Est-ce que le fait que rhGAA-AMFA soit mieux internalisée explique à lui seul 
le gain d’efficacité thérapeutique ? Ces questions ont fait l’objet d’une étude que j’ai réalisée 
en collaboration avec Mme Anastasia Godefroy, doctorante, ainsi que toute l’équipe de 
NanoMedSyn.  
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2.! Description des travaux  
 
•! Introduction : 
 L’augmentation de l’affinité de rhGAA-AMFA pour le RM6P-CI n’est probablement 
pas la seule raison de l’amélioration de l’efficacité thérapeutique car les études antérieures de 
Genzyme ou Biomarin, citées précédemment, dont le but était d’améliorer le ciblage de la GAA 
n’ont donné aucun résultat significatif pour l’amélioration de l’efficacité thérapeutique alors 
qu’un gain d’affinité pour le récepteur a été montré. Il semblerait donc que l’augmentation de 
l’effet thérapeutique de l’enzyme soit basée sur un mécanisme intracellulaire. Afin de mieux 
définir le mécanisme d’action de rhGAA-AMFA, nous avons étudié sa maturation endo-
lysosomale. Le processus de maturation de rhGAA est complexe et nécessite plusieurs étapes : 
la maturation du précurseur (110 kDa) subit des protéolyses successives conduisant à une forme 
endosomale intermédiaire de 95 kDa, une forme active de 76 kDa et une forme lysosomale 
mature de 60-70 kDa (Figure 26) : les formes actives et matures montrent une activité 7 à 10 
fois supérieure pour le glycogène par rapport au précurseur220,336. De plus, l’étude de Bali et al., 
a clairement établi que l’activité globale de l’enzyme dans les tissus des patients était corrélée 
à la présence de la forme mature à 60-70 kDa220.  
 
 
 
Figure 26 : Maturation intracellulaire de la GAA336 
 
 Nous avons donc étudié la maturation de rhGAA-AMFA en comparaison avec rhGAA. 
Pour cela j’ai réalisé, en collaboration avec Mme Anastasia Godefroy, le couplage de rhGAA-
Forme intermédiaire : 95 kDa
Forme active : 76 kDa
Précurseur : 110 kDa
Forme mature : 60-70 kDa
Protéase 1
Protéase 2
Protéase 3
Protéase 4
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AMFA et étudié la maturation des enzymes dans des cultures primaires de myoblastes de 
patients adultes atteints de la maladie de Pompe par Western blot. Les résultats obtenus ont fait 
l’objet d’une publication pour laquelle je suis co-premier auteur.!  
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•! Conclusion : 
 Dans cet article, nous avons étudié le mécanisme d’action de rhGAA-AMFA qui 
explique en partie l’amélioration de l’efficacité thérapeutique. Premièrement, nous avons 
démontré une différence significative dans le processus de maturation entre rhGAA-AMFA et 
rhGAA. En effet, nous avons observé une internalisation élevée du précurseur à 110 kDa pour 
rhGAA-AMFA et rhGAA dans des myoblastes provenant de différents patients adultes ; 
cependant la forme active à 76 kDa et la forme mature à 60-70 kDa sont respectivement 3 et 5 
fois plus élevées pour rhGAA-AMFA. Des résultats similaires ont également été observés dans 
des myoblastes d’un patient adulte différenciés en myotubes. De plus, chez des souris modèles 
de la maladie de Pompe âgées de 10 mois et traitées avec 5 mg/kg par semaine pendant trois 
mois, nous observons 48 heures après le dernier traitement uniquement la forme intermédiaire 
à 95 kDa chez les souris traitées avec rhGAA alors que chez les souris traitées avec rhGAA-
AMFA nous observons la forme active et chez certains individus les formes active et mature. 
Ces résultats montrent que les formes active et mature augmentent de manière significative 
avec rhGAA-AMFA ce qui signifie que le mécanisme impliquant les protéases nécessaires à la 
maturation enzymatique n’est pas altéré chez les patients adultes qui sont pourtant considérés 
habituellement comme non-répondeur à l’enzymothérapie de substitution328. Une différence 
majeure entre les AMFA et le M6P est l’insensibilité aux phosphatases. Nous avons donc émis 
l’hypothèse que les phosphatases acides intracellulaires seraient impliquées dans la 
détérioration du signal M6P empêchant le processus de maturation intracellulaire. Nos résultats 
démontrent, en accord avec des études précédentes, la surexpression des phosphatases acides 
intracellulaires totales et mettent en évidence la surexpression des phosphatases ACP2 et ACP5 
dans les cultures de patients adultes. Des études antérieures avaient montré l’implication de ces 
deux phosphatases dans la déphosphorylation du M6P219,337. En utilisant des inhibiteurs de 
phosphatases et des siRNA spécifiques d’ACP2 et ACP5, nous avons obtenu une inhibition 
partielle des phosphatases, suffisante pour observer l’augmentation des formes active et mature 
de rhGAA. Bien que ces résultats doivent être approfondis, ils suggèrent tout de même que la 
surexpression des phosphatases acides empêche la maturation complète de rhGAA. D’une 
manière générale, ces résultats suggèrent que le ciblage du RM6P-CI par l’AMFA pourrait être 
un bon candidat thérapeutique pour la maladie de Pompe ainsi que pour d’autres maladies 
lysosomales dans lesquelles une surexpression des phosphatases acides est observé.
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Conclusion générale et perspectives 
 
Le développement de thérapies ciblées pour le traitement du cancer est un enjeu de santé 
publique. Il est nécessaire de développer des thérapies permettant de cibler préférentiellement 
les cellules cancéreuses afin d’augmenter l’efficacité thérapeutique dans la zone à traiter, 
d’éviter l’atteinte des tissus sains et ainsi diminuer considérablement les effets secondaires 
connus des thérapies classiques (chimiothérapie et radiothérapie). A l’heure actuelle, des 
thérapies ciblées ont déjà été autorisées par les autorités de santé mais ces thérapies ont des 
limites comme décrites précédemment. Ce projet de thèse s’inscrit dans ce contexte : l’objectif 
étant de développer des nanoparticules multifonctionnelles pour le traitement des cancers. Ce 
projet est donc à la frontière de plusieurs domaines scientifiques et la pluridisciplinarité de 
l’équipe « Glyco et nanovecteurs pour le ciblage thérapeutique » a permis de réaliser des études 
complètes me permettant d’être co-auteur d’articles scientifiques qui ont été soit décrits dans la 
partie résultat soit annexés dans ce manuscrit (Figure 27).  
 
 
 
Figure 27 : Activités pluridisciplinaires du laboratoire 
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 La première partie de la thèse concerne le développement de nanoparticules 
multifonctionnelles innovantes pour la thérapie et l’imagerie médicale des cancers. Les 
nanoparticules permettent un ciblage passif des tumeurs solides via l’effet EPR : les 
nanoparticules injectées en intraveineux vont se déplacer dans la circulation sanguine jusqu’à 
la zone tumorale et vont pouvoir traverser les fenestrations des néo-vaisseaux et ainsi être 
retenues dans la tumeur.  
 
 Dans ce contexte nous avons, tout d’abord, démontré pour la première fois le potentiel 
thérapeutique de nanoparticules de bleu de Prusse pour la PTT biphotonique. Cette technique 
est basée sur l’utilisation d’agents photothermiques capables de convertir la lumière en chaleur 
qui entraîne la mort des cellules cancéreuses. Ces nanoparticules ont été étudiées sous 
irradiation monophotonique et même si les résultats sont encourageants, ce type d’irradiation a 
des limites car elle ne permet pas une éradication complète des cellules cancéreuses due à 
l’hétérogénéité de la production de chaleur au sein de la tumeur et la faible distance de 
pénétration dans les tissus338. Dans notre étude, nous avons démontré que sous irradiation 
biphotonique les nanoparticules de bleu de Prusse entraînait quasiment 100% de mort cellulaire. 
Ces nanoparticules ont donc un grand potentiel de PTT. De plus, nous avons montré la 
possibilité de fonctionnaliser après synthèse des luminophores permettant de visualiser 
facilement le devenir des nanoparticules dans l’organisme.  
 
 Dans un deuxième temps, nous avons développé des nanoparticules organosiliciées pour 
la délivrance de drogue, dans notre cas la gemcitabine monophosphate utilisée en 
chimiothérapie notamment pour le traitement du cancer du sein. Cette étude était basée sur deux 
types de nanoparticules organosiliciées : des nanoparticules mésoporeuses et des nanoparticules 
ioniques. Dans le premier cas, les pores de la nanoparticule ont permis d’encapsuler la 
gemcitabine monophosphate et des porphyrines ont été incorporées à la matrice organosiliciée 
de la nanoparticule. Ce sont des molécules fluorescentes permettant la visualisation des 
nanoparticules dans l’organisme. Pour les nanoparticules ioniques, du FITC a été greffé à leur 
surface pour l’imagerie. Les études biologiques sur des cellules cancéreuses humaines du 
cancer du sein ont permis de démontrer le fort potentiel de ces nanoparticules pour transporter 
et libérer la gemcitabine monophosphate, car nous avons observé un taux élevé de mort 
cellulaire démontrant que l’encapsulation de la drogue n’altérait pas son activité thérapeutique. 
De plus, nous avons pu visualiser les deux types de nanoparticules dans les cellules cancéreuses 
et conclure qu’elles s’accumulaient dans le cytoplasme.  
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Les nanoparticules utilisées dans cette partie ont un point commun : elles peuvent être utilisées 
pour la thérapie mais également pour l’imagerie médicale. Ces nanovecteurs innovants sont 
appelés nanovecteurs théranostiques : c’est-à-dire la combinaison entre la thérapie et le 
diagnostic. Ils sont donc très prometteurs pour une utilisation clinique.  
 
 Cependant, le ciblage passif de ces nanoparticules est limité, c’est pourquoi les 
recherches se sont tournées vers le ciblage actif des cellules cancéreuses afin d’augmenter 
l’efficacité thérapeutique. Ce ciblage est basé sur la conjugaison de biomolécules à la surface 
des nanoparticules. L’équipe s’est alors spécialisée dans le développement de glycovecteurs 
pour le ciblage thérapeutique. La création de NanoMedSyn est basée sur l’exploitation d’un 
brevet déposé par l’équipe sur la synthèse d’un glycovecteur innovant : l’AMFA qui cible 
efficacement le RM6P-CI impliqué dans l’adressage des enzymes lysosomales aux lysosomes. 
La deuxième partie de cette thèse consiste à valoriser la technologie AMFA pour le traitement 
des maladies lysosomales ainsi que pour le traitement de certains cancers qui surexpriment le 
RM6P-CI, tel que le cancer de la prostate. L’équipe a démontré que le RM6P-CI était 
surexprimé et qu’il permettait d’augmenter significativement l’adressage et donc l’efficacité 
thérapeutique de nanoparticules.  
Tout d’abord, nous avons étudié l’intérêt potentiel des AMFA dans le traitement d’un autre type 
de cancer en mettant en évidence la surexpression du RM6P-CI dans trois lignées cellulaires 
cancéreuses de RMS. En effet, nous avons démontré qu’en moyenne l’expression du récepteur 
était sept fois supérieure dans les cellules de RMS que dans les myoblastes sains de trois patients 
différents. Ceci suggère que le RM6P-CI pourrait être considéré comme un biomarqueur du 
développement du RMS. La deuxième étape a été la synthèse et la fonctionnalisation des 
AMFA de nanoparticules, plus particulièrement des PMO, pour faire de la PDT biphotonique 
grâce aux porphyrines incorporées dans la matrice de la nanoparticule. Les études biologiques 
effectuées sur une lignée cellulaire de RMS et une lignée de myoblastes sains ont permis de 
démontrer la biocompatibilité et l’efficacité thérapeutique de la PDT des PMO-AMFA. En 
effet, les PMO non fonctionnalisées induisent 50% à 60% de mort cellulaire sur les deux lignées 
cellulaires alors que les PMO-AMFA induisent quasiment 100% de mort cellulaire sur les 
cellules cancéreuses et aucun effet PDT sur les cellules saines dans les conditions étudiées. De 
plus, l’implication du RM6P-CI dans l’endocytose active des PMO-AMFA a été démontrée. 
Ces résultats démontrent que le RM6P-CI peut être considéré comme une bonne cible 
thérapeutique et que les AMFA ciblent spécifiquement les cellules cancéreuses dans lesquelles 
le récepteur est surexprimé. La PDT offre de nouvelles opportunités de thérapies non-invasives. 
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Cependant, en clinique, la PDT pour le traitement du RMS présente des limites car ce sont 
généralement des tumeurs profondes et difficiles d’accès. Afin d’optimiser ces résultats, nous 
proposons de conserver la fonctionnalisation de l’AMFA sur des nanoparticules pour conserver 
un ciblage actif efficace mais d’utiliser d’autres types de nanoparticules qui seraient autonomes, 
et qui n’auraient donc pas besoin d’un stimuli externe comme c’est le cas avec la PDT. Nous 
pourrions par exemple utiliser des nanoparticules pour la délivrance de drogue, comme décrites 
dans ce manuscrit, où la drogue est libérée uniquement à pH acide, c’est-à-dire, dans les 
vésicules endo-lysosomales ou directement dans les lysososmes. D’autres études ont montré 
l’efficacité de ces nanoparticules autonomes et ont confirmé leur fort potentiel thérapeutique : 
la drogue peut être liée à la nanoparticule par des liaisons hydrazones qui se rompent à pH 
acide339, la drogue peut également être confinée dans la nanoparticule par des bouchons 
moléculaires qui forment des liaisons hydrogènes avec la nanoparticule et qui s’ouvrent à pH 
acide340. Nous pourrions également utiliser les nanoparticules comme vecteur de siRNA : ce 
sont des petits ARN interférents qui peuvent se lier spécifiquement à une séquence d’ARN 
messager pour bloquer l’expression du gène cible. Comme il a été décrit précédemment, les 
RMS alvéolaires sont caractérisés par un gène de fusion PAX3-FOXO1a. Une étude a démontré 
que le blocage de ce gène de fusion permettait de réduire significativement les xénogreffes de 
tumeurs chez les souris, un siRNA anti PAX3-FOXO1a a été encapsulé dans des liposomes et 
injecté à des souris. Les résultats ont montré une inhibition significative de l’initiation de la 
tumeur chez les souris341. Ces résultats nous permettent d’envisager ce type de thérapies 
(délivrance de drogue, utilisation de siRNA, combinaison des deux) avec les nanoparticules 
décrites dans cette thèse greffées par des AMFA pour le ciblage actif du RMS.  
 
 Nous avons étudié, par la suite, la possibilité d’utiliser l’AMFA pour le ciblage de la 
maladie de Pompe. Le traitement actuel par enzymothérapie substitutive a une efficacité 
limitée. Cependant, les résultats antérieurs de NanoMedSyn ont permis de montrer que le 
greffage de l’AMFA sur rhGAA permettait d’augmenter significativement l’efficacité du 
traitement chez les souris modèles de la maladie de Pompe : diminution du glycogène, 
amélioration de la santé musculaire permettant une meilleure motricité. Dans ce manuscrit, 
nous avons démontré une partie du mécanisme d’action de rhGAA-AMFA qui permettrait 
d’expliquer cette augmentation significative d’efficacité thérapeutique. RhGAA a une 
maturation intracellulaire très limitée contrairement à rhGAA-AMFA pour laquelle nous avons 
observé une maturation supérieure dans les cultures primaires (fibroblastes, myoblastes et 
myotubes) de patients adultes atteints de la maladie de Pompe. Cependant, nos résultats 
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montrent que l’inhibition partielle des phosphatases acides, surexprimées dans la maladie de 
Pompe, permet une augmentation significative de la maturation de rhGAA. Ceci pourrait 
expliquer l’efficacité thérapeutique relative de rhGAA observée chez les souris Pompe et chez 
les patients adultes. Ces résultats suggèrent que l’insensibilité de l’AMFA aux phosphatases 
sériques ainsi qu’aux phosphatases acides joue un rôle primordial dans la maturation de 
l’enzyme : elle est mieux reconnue et internalisée par le RM6P-CI et également mieux maturée. 
De plus, nous supposons que la surexpression des phosphatases acides entraînerait leur 
échappement hors des lysosomes vers les vésicules endo-lysosomales voisines entraînant la 
dégradation précoce du signal M6P et l’arrêt de l’acheminement de l’enzyme vers les lysosomes 
ainsi sa maturation serait interrompue. Sans maturation complète, l’enzyme ne peux pas être 
active et le traitement est alors peu efficace. Ces résultats prometteurs ont permis à 
NanoMedSyn d’obtenir une désignation de médicament orphelin auprès de l’Agence 
Européenne du Médicament en juillet 2016 démontrant l’intérêt de notre technologie par 
rapport au traitement existant. De plus, NanoMedSyn a signé un contrat de collaboration avec 
l’entreprise Shire (Boston, Etats-Unis), leader mondial des biotechnologies pour le traitement 
des maladies rares, nous permettant d’envisager à terme un protocole clinique.  
 
 La technologie AMFA pourrait également être utilisée pour développer un traitement 
pour d’autres maladies lysosomales traitées par enzymothérapie substitutive et permettre le 
ciblage thérapeutique d’autres types de cancers qui surexpriment le RM6P-CI
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